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RESUMO

O par homologo (—)-cassina e (—)-espectalina foi isolado de Senna spectabilis como metabdlitos
majoritarios, e apresentam comprovada atividade biologica como antimaldrica, anti-
chikungunya e inibidores da acetilcolinesterase, enzima relacionada a doenca de Alzheimer.
Sao classificados como alcaloides piperidinicos e quirais, o que torna relevante e necessario a
compreensdo da estereoquimica para o avanco dos estudos como candidatos a farmacos. Dessa
forma, foi desenvolvida uma metodologia almejando eficiéncia e baixo custo para a
determinagdo da estereoquimica destes compostos, através do preparo de ésteres de Mosher,
utilizando como reagente de derivatizacao quiral o fArmaco (S)-naproxeno. Assim, a mistura
dos homologos foi resolvida por técnicas cromatograficas incluindo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia e o (S)-naproxeno foi extraido de medicamentos, uma vez que este farmaco ¢
comercializado na forma enantiomericamente pura, o que foi confirmado por polarimetria.
Como a técnica de Mosher, de dupla derivatizagdo, necessita de ambos, (S)-naproxeno e
(R)-naproxeno, foi necessario racemizar o primeiro em meio acido, para obtencdo do par
enantiomérico. Em seguida, os ésteres foram preparados com a mistura racémica do naproxeno,
baseados na rea¢do de esterificagdo de Steglich, sendo os produtos diastereoisoméricos
separados e confirmados por cromatografia em camada delgada preparativa e espectrometria
de massas, respectivamente. Para determinar as configuracdes absolutas dos ésteres de Mosher,
também foram realizados célculos computacionais, baseados na dinamica molecular de Born-
Oppenheimer, para auxiliar na compreensao dos conformeros, avaliar como os substituintes do
anel piperidinico (equatorial/axial) estdo dispostos e que efeito anisotrdépico o grupo naftil
(protecao/desprotecdo) exerce sobre os substituintes que sdo vizinhos ao carbono assimétrico

do grupo hidroxila.

Palavras-chave: Senna spectabilis, ésteres de Mosher, conformagdes, configuragcdo absoluta,

quiralidade.



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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1. INTRODUCAO

A quimica de Produtos Naturais (PN) esta atrelada a civilizagao desde o seu primordio,
proporcionando uma melhor qualidade de vida através do uso das plantas. Conhecimentos
adquiridos com a experimentacdo do “natural” eram passados de geracdo para geragdo por
xamas, pajés ou curandeiros (Berlinck et al., 2017; Almeida et al., 2017; Morozov, 2021).
Apesar de nao terem o entendimento cientifico do funcionamento ou dos mecanismos de agao
dos PN, estes eram frequentemente empregados em virtude da espiritualidade ou de rituais
magicos. Posteriormente estes conhecimentos fundamentaram os alicerces e contribuiram no
processo de descoberta de novos farmacos (Almeida et al., 2017).

Os PN ganharam cada vez mais destaque conforme a industria farmacéutica progredia
através das pesquisas cientificas que levaram a descoberta de diversos farmacos
(Singh et al., 2024). Alguns compostos revolucionaram a historia, sendo possivel nomear a
morfina (1), extraido 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 ¢ comentado, os PN ndo sdo isentos de
maleficios, sendo um exemplo a estricnina (4) (Figura 1), que também ¢ um alcaloide, extraido
das sementes de Strychnos nux-vomica (Guo et al., 2018). Nos Estados Unidos no periodo de
19261928, essa planta era usada como remédio para aumentar o apetite, como estimulante
cardiaco e até contra a possessdao demoniaca, porém, a estricnina chegou a matar mais de trés
pessoas todas as semanas em seu auge. Dentro deste contexto o estudo sistematico da quimica
de PN se mostra cada vez mais importante e necessario na descoberta de novos farmacos

(Hoffman et al., 2014).

Figura 1 — Metabodlitos especiais isolados de plantas com importancia historica.
HaC

H,CO
CHj3
H;CO OCH,
H,CO
1: morfina 2: quinina 3: colchicina 4: estricnina

Fonte: Autora.
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A flora mundial apresenta um elevado niumero de espécies de plantas e consequente
diversidade quimica que culminou na aprovagdo de muitos medicamentos nas tltimas décadas
pelos orgados de regulamentagdo, como o visto no Brasil com a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos de 2006, visando o uso seguro de fitoterapicos a partir da
biodiversidade brasileira (Ministério da Saude, 2006).

Um exemplo de espécie utilizada, na medicina tradicional, como antimicrobiana,
anti-hepatotoxica e anti-inflamatoria sdo os extratos das folhas de Senna spectabilis, fonte de
alcaloides piperidinicos quirais (Nkantchoua, 2018). Estes compostos foram avaliados em
ensaios que direcionam estudos para o desenvolvimento de potenciais candidatos a farmacos
para tratar doengas negligenciadas como a Malaria (Pivatto et al., 2014) e a Chikungunya
(Freitas et al., 2022), que afetam grande parte da populacdo em paises emergentes e que ndo
dispde de medicamentos ou vacinas para o tratamento. Estes compostos também apresentaram
atividade sobre a acetilcolinesterase, que ¢ uma enzima associada a doenga de Alzheimer
(Danuello et al., 2012; Viegas Junior et al., 20006).

O foco desses estudos se da principalmente sobre os alcaloides (—)-cassina (5) e
(—)-espectalina (6a) (Figura 2), presentes em S. spectabilis. Esses compostos apresentam nucleo
piperidinico trissubstituido e padrao estereoquimico com trés centros estereogénicos. Ao longo
dos anos, sua estereoquimica tem sido discutida com base em dados de espectroscopia na regiao
do infravermelho (Highet, 1964), que ndo ¢ uma técnica adequada para esse tipo de andlise e
difragdo de raios X (Christordis et al., 1977), sendo que compostos organicos dificilmente
apresentam cristais adequados para os estudos de raio X, o que pode resultar em incertezas nos

resultados reportados.

Figura 2 — Alcaloides piperidinicos isolados de Senna spectabilis.

HO.,
"
\\\\\\O///,,/ CH 3
H n

o]
5:n=7, (-)-cassina
6a: n = 9, (-)-espectalina

Fonte: Autora.

Além da dificuldade no estabelecimento da estereoquimica dos alcaloides piperidinicos,

alguns estudos ainda reportam a existéncia de enantiomeros e diasteredmeros nos extratos de
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S. spectabilis, que ndo ¢ um resultado comum devido ao maquindrio enzimatico
estereoespecifico presente nos sistemas bioldgicos das plantas (Momose; Toyooka, 1993).
Essas dificuldades evidenciam a necessidade de estudos aprofundados para a determinagdo
inequivoca das configuragdes relativa e absoluta dos centros assimétricos destes metabolitos,
servindo como base para avangos no desenvolvimento de firmacos. Dessa forma, os estudos de
estereoquimica abrem perspectivas para o desenvolvimento e aplicagdo de novas metodologias
vidveis que possam auxiliar na determinagdo da estereoquimica de metabolitos quirais.

A determinacdo da estereoquimica ¢ um importante passo no desenvolvimento de
farmacos, visto que a mudanga de um centro estereogénico pode culminar em atividades
biologicas completamente diferentes, inclusive em efeitos adversos. Um exemplo ¢ o farmaco
(8)-naproxeno (7a) (Figura 3), vendido na forma enantioméricamente pura, usado como anti-
inflamatorio, em contrapartida, seu isémero (R)-naproxeno (7b) (Figura 3) tem agdes
hepatotoxicas indesejadas (Romero et al., 2012). Essas dissemelhangas entre os enantiomeros

em meio bioldgico sdo o alicerce para estudos especificos na determinacgio da estereoquimica.

Figura 3 — Naproxeno comercializado na forma de S-enantiémero.

OCH,

HOOC

. v,

R R,
7a: R = CHg3; R, = H, (S)-naproxeno
7b: R = H; R, = CHj3, (R)-naproxeno

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 quimico,
para a determinagdo da estereoquimica dos alcaloides piperidinicos de Senna spectabilis
utilizando a andlise por ressonancia magnética nuclear de derivados quirais, intitulados ésteres
de Mosher (Figura 4), baseado no método de dupla derivatizacdo o qual consiste na reacao de
um substrato de estereoquimica ndo definida (?), com o reagente de estereoquimica definida,
sendo possivel a comparagio das diferencas nos deslocamentos quimicos (AS%®), causados
pelos efeitos anisotropicos de grupos aromaticos sobre os substituintes (L1 e L») do centro

estereogénico (Figura 4).
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Figura 4 — Método de dupla derivatizacao utilizando o naproxeno (7), como reagente de derivatizagdo

quiral, para atribuicdo da configuragdo absoluta de 5 e 6.

Esteres de Mosher

L4 Lo
7a: (R)-NPX  OCHj; RMN 'H
|
OCHg
(?)-substrato-(R)-NPX
o} ‘ L L
O—H— 1 2
; — i
5:n = 10, (?)-(-)-cassina | HE \eko)ED@ 3
6a:n =12, (?)-(—)-|especta|ina CH3 i H RMN "H
(@) § 0
HSC\ek i HycOo s
S OH H :
& 7 ; (?)-substrato-(S)-NPX
jo % b
HaCO™  7b: (S)-NPX AS™PLy ASRSL,

Fonte: Autora.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Produtos naturais

Os produtos naturais (PN) sdo descritos como compostos derivados de fontes naturais
que vém sendo usados desde o inicio da historia humana. Existem relatos datados de
60.000 a.C. em tumulos de neandertais, localizados no Curdistdo (Iraque), que evidenciam
o uso de PN para beneficio 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 civilizagdo, sendo repassados como heranga para as
geracdes subsequentes, posteriormente ganhando um maior destaque cientifico e se mantendo
até os dias atuais. O conhecimento cultural, ¢ um dos alicerces da evolu¢ao na ciéncia, 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 farmacos (Maciel ef al., 2002). Nesse sentido a estratégia etnodirigida se
baseia nos saberes primevos na sele¢do dos PN, possuindo um significativo papel nos estudos
dessa area (Albuquerque; Hanazaki, 20006).

Sendo amplamente derivados dos reinos vegetal, animal ou de microrganismos, os PN
apresentam diversas fungdes como produtos farmacéuticos, alimentos funcionais,
corantes, conservantes, aromatizantes além de outros (Rostagno, 2013). Como exemplo, o
metabolito quinina  (2), presente na planta Cinchona, serviu de inspiragdo a
hidroxicloroquina (8) (Figura 5), amplamente utilizada e eficaz no combate da malaria
(Oliveira et al., 2009; Wink, 2012). Sua descoberta foi de extrema importancia para a
sociedade, estando presente inclusive, na Lista de Medicamentos Essenciais da Organizagao
Mundial da Satde (OMS, 2023).

Outro exemplo também muito conhecido dentro da gama de PN ¢ a descoberta da
penicilina (9) (Figura 5) para o tratamento de infecgdes causadas por bactérias. Este antibidtico
altamente eficaz, foi isolado a partir de fungos do género Penicillium, a qual sua descoberta e
aplicacdo renderam o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina de 1945 (Wanat et al., 2021;
Gaynes, 2017). Outro exemplo esta relacionado ao captopril, usado no relaxamento dos vasos
sanguineos, para tratamento da hipertensdo. Este composto pode ser obtido do veneno da
serpente Bothrops jararaca, sendo um registro importante de firmaco derivado de PN advindo

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

medicamentos essenciais da Organizacado Mundial da Saude.

H5C
CH3 (\OH 3 CHg
COOH
N CH3 S
HN)\/\/ ~~
—N
X ? l
N O
= H
Cl N
8: hidroxicoloquina 9: penicilina

Fonte: Autora.

De acordo com o estudo publicado por Newman e Cragg em 2020, cerca de 67% dos
farmacos disponiveis no mercado nos ultimos 40 anos, sdao inspirados ou tem
origem em PN (Figura 6). Isto mostra que através de estudos quimicos e ensaios
bioldgicos de animais, fungos e  plantas, foi  possivel identificar = moléculas
biologicamente ativas as quais foram modificadas, ou ndo, para a introdugdo no
mercado farmacéutico. Porém, apesar desta grande porcentagem, somente 5% de todas
as plantas existentes no planeta que foram estudadas do ponto de vista quimico, levando a crer
que ainda existe uma vasta gama de metabolitos com potencial farmacologico até entdo nao
estudados e testados (Cechinel Filho et al., 1998; Bessa et al., 2013). Estes dados fomentam a
relevancia de pesquisas focadas no descobrimento de novos PN, servindo como alicerce no
desenvolvimento da sociedade, indicando que o estudo e o investimento em PN ¢ vantajoso

(Albuquerque; Hanazaki, 2006).
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Figura 6 — Medicamentos aprovados entre janeiro/1981 e setembro/2019, n = 1394.

PN inalterado
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15,6% > 1% 1%

—
=
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14,8%

47%

33,3%

Fonte: Adaptado de Newman e Cragg (2020).

O Brasil apresenta uma parte relevante de toda a biodiversidade mundial, devido a sua
fauna e flora peculiares, o que proporciona grandes possibilidades de isolamento de novos
compostos oriundos dos estudos com PN (Barreiro et al., 2009). E oportuno comentar que a
vasta gama de compostos bioativos, provindos dos PN, estd associado a variedade de
metabdlitos secundarios presentes na natureza. Os metabolitos especiais podem ser definidos
por moléculas organicas que possuem fung¢do adaptativa ou para sobrevivéncia (Dewick, 2009;
Bernardini et al., 2018).

Tais compostos expressam certa particularidade nas espécies, tendo sua biossintese
afetada por diversas condi¢des ambientais, como temperatura, sazonalidade, altitude, ameacas
de outras espécies, entre outras influéncias externas (Gobbo-Neto et al., 2007) (Figura 7).
Sendo assim, as circunstancias favorecem a produgdo de grande variedade de metabolitos
especiais, como terpenos, alcaloides, flavonoides, esteroides, entre outros, sendo produzidos
para garantir vantagens adaptativas e evolutivas ao ambiente que se encontra

(Gobbo-Neto et al., 2007).
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Figura 7 — Fatores que afetam a biossintese dos metabdlitos secundarios.

= b |
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/b

Composicdo atmosférica

Herbovoria e Atagque de
patogenos 6

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

Essas questdes explicam o motivo de tamanha variedade de metabolitos presentes na
natureza, sendo possivel observar diferentes atividades biologicas de acordo com cada espécie,
ou até mesmo ter diversidade quimica devido a alteracdo do ambiente no qual o organismo se
encontra. Dentro deste contexto o conhecimento das estruturas quimicas de forma inequivoca
¢ fundamental para o desenrolar das etapas que levam ao desenvolvimento de farmacos eficazes
e seguros. Para isso, diferentes técnicas sao utilizadas para o conhecimento da massa molecular,
funcdes e presenca/conexdes de grupos especificos. Além destes aspectos ainda podem estar
presentes agravantes de complexidade como os relacionados a estereoquimica, que merecem

aten¢do especial devido a esterecoespecificidade dos receptores bioldgicos a farmacos quirais.
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2.2 Quiralidade em moléculas bioativas

Dentro dos estudos relacionados a quiralidade das moléculas, existem divisdes quanto
ao estereoisomerismo, que € o arranjo tridimensional dos substituintes no espago, podendo ser,
por exemplo, em torno de um carbono assimétrico. Um maior destaque ¢ dado aos
enantiomeros, cujo termo exato € descrito como um par de moléculas que apresentam a relagao
de objeto e imagem especular nao sobreponiveis (IUPAC, 2019). Tais moléculas sao de grande
importancia para a quimica de PN, visto que hda 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 fisicas idénticas, porém se diferenciam em
ambientes quirais, como exemplo em sistemas bioldgicos (Constantino, 2005). Alguns
exemplos sdo o (R)-limoneno (10a) e (S)-limoneno (10b), caracteristicos do aroma da laranja e
do limao, respectivamente ¢ o (S5,5)-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 biologicas diferentes.

HO 0} HO 0]
0] 0}
OCH3 = OCH3
N N’
H H
NH, 0 0

NH,

/\
10a: (R)-limoneno 10b: (S)-limoneno 11a: (S,S)-aspartame 11b: (R,R)-aspartame

Fonte: a autora.

Easson e Stedman (1993), propuseram um modelo chamado “modelo de trés pontos”
(do inglés “three point fit”) (Figura 9) para auxiliar na explicacdo de como moléculas quirais
interagem com sistemas biologicos. Este modelo demonstra a interacdo dos enantidmeros com
o sitio ativo de um bioreceptor estereoespecifico, mostrando que hé diferenga na interagdo de
cada um dos enantidmeros, resultando em respostas biologicas diferentes. Em Quimica
Medicinal sao utilizados os termos eutdomero e distdmero, sendo o primeiro utilizado para
definir aquela atividade bioldgica desejada e o segundo para aquela atividade bioldgica
indesejada. Esse fato esta relacionado com os tipos de interagdes realizadas pelos farmacos

quirais (Figura 9) (Hamidi ef al., 2015). Assim, fArmacos quirais podem apresentar diminui¢ao
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ou total supressdo do efeito bioldgico de interesse ou, ainda, o aparecimento de um efeito

adverso (Coelho, 2001).

Figura 9 — Representacdo da interagdo de enantidmeros com um receptor bioldgico utilizando o modelo

de trés pontos.

Moléculas quirais
“‘enantibmeros”

Receptor biclégico

_*
-

Molécula encaixa no Molécula ndo encaixa no
sitio receptor de forma sitio receptor de forma
complementar, gerando complementar, podendo
uma resposta bioldgica gerar uma resposta

desejada. bioldgica indesejada ou de

menor poténcia.

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

Dos farmacos comercialmente disponiveis, aproximadamente 56% s3o compostos
quirais, sendo que somente 12% sdo administrados como enantidmero puro e o restante
comercializado na forma de racematos (Singh ef al., 2020). Existem motivos que podem levar
as empresas farmacéuticas a empregar esforcos na obtencdo do enantidmero ativo (eutdmero)
para a produ¢do de uma unica molécula (farmaco) mais potente. Porém, ha justificativas para a
comercializagdo de um farmaco na forma de racemato, por exemplo se houver alguma sinergia
entre os estereoisdmeros para a mesma resposta bioldgica ou ainda a ocorréncia de
bioinversdes, aonde o estereoisdmero menos ativo se interconverte, em meio biolégico, no
estereoisdmero mais potente (Barreiro et al., 1997). Dito isso, a decis@o de separar ou ndo os
enantiomeros, deve ser tomada depois de exaustivos estudos que avaliem todos os efeitos dos

enantiomeros.
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Exemplos de farmacos quirais, comercializados na forma enantiomericamente pura sao:
1) (S)-(+)-naproxeno (7a) (Figura 10), utilizado como anti-inflamatério, analgésico e
antitérmico, vale destacar que o enantidmero (R)-(—)-naproxeno (7b) apresenta agdo
hepatotoxica (Romero et al., 2012). ii) (25,3R)-(+)-propoxifeno (12a) (Figura 10), utilizado
como analgésico. iii) (2R,3S5)-(—)-levopropoxifeno (12b) (Figura 10), utilizado como
antitussigeno (Lima, 1997), sendo as diferencas entre 7a ¢ 7b indesejadas e entre 12a e 12b

desejadas.

Figura 10 — Pares enantioméricos que exibem atividades bioldgicas diferentes.
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Fonte: a autora.

Um exemplo de farmaco comercializado na forma de mistura racémica € o ibuprofeno
(Figura 11), utilizado como analgésico e antitérmico. Apesar do enantiomero
(8)-(+)-ibuprofeno (13a) apresentar maior eficiéncia na atividade biologica, a venda deste
farmaco na forma de mistura racémica € justificada devido a biointerconversao unidirecional
do (R)-(—)-ibuprofeno (13b) para 13a, através de enzimas estereoespecificas como a epimerase
2-arilpropionil-CoA, encontrada no citosol e mitocondrias, atuando assim, como um pro-
farmaco (Romero et al., 2012; Reichel et al, 1997). Assim, ndo ha necessidade do
desenvolvimento de metodologias de separacdo ou sintese estereoseletiva para produgdo de
13a, uma vez que estaria somente agregando maior preco ao medicamento, o que seria uma

desvantagem do ponto de vista comercial (Romero et al., 2012).
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Figura 11 — Biointerconversao unidirecional do ibuprofeno através de catalise enzimatica.
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Fonte: a autora.

E importante destacar que o exemplo apresentado para o ibuprofeno nio se repete com
frequéncia no universo dos farmacos quirais, e ndo deve ser utilizado como justificativa para a
comercializacdo de outros farmacos na forma racémica. A falta de estudos e de testes biologicos
com os enantiomeros isolados ¢ capaz de desencadear tragédias, como ¢ o caso da talidomida
(14a e 14b) (Figura 12). Introduzida no comércio, na forma racémica, no final da década de
1950, inicialmente como sedativo e posteriormente como medicamento antiemético, foi
amplamente distribuida em paises do leste europeu e em paises da América do Sul como o
Brasil. Foi banida depois de quase 5 anos, deixando um rastro de efeitos nocivos aos usuarios,
os chamados “filhos da talidomida” (Vargesson, 2015). Esse desastre estd relacionado ao
enantiomero (S)-talidomida (14a) que € teratogénico e causa ma formagao fetal, enquanto a (R)-
talidomida (14) apresenta efeito antiemético (Kowalczyk et al., 2020). Dessa forma a historia

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

Figura 12 — Taliodomida.

14a: (S)-talidomida 14b: (R)-talidomida

Fonte: a autora.
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Dentro de um contexto de busca por novos farmacos de origem vegetal, a quimica de
PN tem se apresentado como uma fonte importante e rica em diversidade estrutural, muitas
vezes de compostos quirais que merecem atencao especial quanto a determinagdo da
configuragdo absoluta dos centros estereogénicos (Romero et al., 2012).

Compostos enantiomericamente puros sdo facilmente encontrados na natureza, no
entanto, a sintese no laboratdrio, na maioria das vezes, ¢ um grande desafio. Assim, os PNs
podem ser usados como inspiragdo para o desenvolvimento de novos farmacos (Guo, 2017).
Nesse sentido os alcaloides encontrados em Senna spectabilis t€ém despertado grande interesse
devido as atividades biologicas, pela presenca na forma de pares homologos e ainda pela

estereoquimica associada a esses compostos (Freitas ef al., 2018).

2.3 Senna spectabilis

Pertencente a familia Fabaceae, Senna spectabilis (sin. Cassia spectabilis ou
Cassia excelsa) (Figura 13A), popularmente conhecida por diversos nomes, entre eles Céssia,
Céssia do Nordeste, Tula-de-Besouro, Canafistula-de-Besouro e Fedegoso, ¢ bastante utilizada
na arborizagdo das cidades (Lorenzi, 2002). Recentemente, espécies dos géneros Senna e
Cassia passaram por revisoes e reclassificagdes, levando a alteracdes taxondmicas em alguns
casos, o que se justifica devido a grande similaridade das espécies destes géneros (Viegas Junior
et al.,2000).

Senna spectabilis pode ser naturalmente encontrada em biomas brasileiros como no
Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga, apresentando diversos usos populares (Santos et al., 2020).
Comumente utilizado como arvore ornamental, devido sua beleza e cor vibrante (Figura 13B),
essa espécie também pode ser usada como alimento no ambito agropecudrio devido ao alto
valor nutricional; pode ser usada na fabricagdo de modveis pequenos como caixotes ou como
lenha (Lorenzi, 1998; Santos, 2013). Essa espécie também ¢ muito recorrente na medicina
popular, sendo relatado o uso para o tratamento da epilepsia, obstipacdo intestinal,

insonia, ansiedade ¢ outras (Nkantchoua, 2018).
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Figura 13 — Senna spectabilis. r.: ramo, s.: nectario, t.: pétalas, u.: fruto.

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

Senna spectabilis, ainda ¢ bastante estudada, tendo varias propriedades farmacologicas
avaliadas e comprovadas, dentre estas se destacam: antibiofilme, antifingica, antibacteriana
(Jothy et al., 2012), antioxidante, anti-inflamatéria (Oladeji et al., 2021), anticonvulsivo
(Nkantchoua, 2018), antimalarica (Pivatto et al, 2014), anestésica, antimicrobiana,
esquistomicida (Castro et al., 2016), analgésica, antidepressivo (Oladeji et al., 2021),
antiproliferativa, leishmanicida (Melo et al., 2014) e anticolinesterasica (Franca ef al., 2021;
Silva et al., 2022).

As atividades biologicas estdo relacionadas aos metabodlitos presentes na planta,
espalhados pelo caule, flores, folhas e raizes. Vale destacar que estes compostos estdo presentes
em baixa concentrac¢do nas plantas e por isso utilizar o isolamento como fonte para o preparo
de medicamentos, ndo ¢ viavel.

Assim, os estudos relacionados a quimica de PN e quimica medicinal, sdo necessarios e
imprescindiveis para identificacdo e caracterizagdo de novos compostos, importantes como
inspiragdo para o desenvolvimento de novos farmacos que possam ser sintetizados em grande
escala. Dessa forma, Senna spectabilis ¢ fonte de alcaloides piperidinicos raros, que apresentam
interesse farmacoldgico, o que evidencia a importancia de estudos aprofundados sobre os

metabolitos que a planta produz.

2.4 Alcaloides piperidinicos

Os alcaloides piperidinicos, presentes em Senna spectabilis, sdo os metabdlitos
especiais de maior abundancia nas folhas, flores e frutos verdes, sendo amplamente estudados

devido as atividades farmacologicas ja comprovadas. O primeiro alcaloide piperidinico 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 retratacdo. Sua caracterizagao
foi realizada por meio de técnicas como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 60 MHz,
infravermelho (IV), andlise elementar e por meio de derivados produzidos a partir da 5,
alterando as fung¢des organicas presentes.

A determinacao da configuragdo foi realizada através da analise do espectro na regiao
do infravermelho (IV), sugerindo que os substituintes do anel piperidinico, até entdo
identificados, seriam todos cis (Figura 15). Essa informacao foi obtida devido a observagdo de
uma tnica banda de absor¢do no IV em © 3530 cm™, atribuida ao grupo hidroxila quando faz
ligacdo de hidrogénio intramolecular com o nitrogénio, que ¢ diferente do sinal de hidroxila
livre que absorve em © 3630 cm ™! (Highet, 1964). No entanto, este resultado sozinho ndo é

conclusivo para estabelecer a configuragdo absoluta do composto.

Figura 15 — Representacdo da ligagao de hidrogénio intramolecular para a (—)-cassina.

CH3

5:n =7, (-)-cassina

Fonte: a autora.

Diferentes estudos foram realizados nos anos que se seguiram ao isolamento feito por
Highet, buscando a determinag@o da configuragdo de 5. Rice Junior e Coke (1966), realizaram
a semissintese da 5, partindo de um alcaloide conhecido, cuja configuragdo também ja estava
estabelecida, com o objetivo de demonstrar similaridade espectral entre o composto sintetizado
e 5. Como resultado, a configuragdo absoluta e relativa foi estabelecida por comparagdo
polimérica, sendo 2-(R)-metil-3-(R)-hidroxi-6-(S)-(11-oxododecil)-piperidina, corroborando
com o relatado anteriormente, onde os substituintes do anel piperidinico sdo cis.

Além de S, outros alcaloides também foram identificados em S. spectabilis, como a
(—)-espectalina (6a), que ¢ um homologo de 5 (Mulchandani; Hassarajani, 1977); a
(+)-espectalina (6b) (Figura 16), que seria um enantidmero 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 sao diastereoisomeros de S e 6 (Figura 15). Além destes, outros metabolitos ja foram

relatados em Senna spectabilis, porém os de maior énfase nesta pesquisa sao os homoélogos (—)-
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cassina e a (—)-espectalina. Na sugestdo para a determinagdo da configuragdo dos centros
assimétricos, foram utilizadas técnicas como difragdo de Raio-X (DRX), infravermelho e

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

Figura 15 — Alcaloides piperidinicos isolados de Senna spectabilis.
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Fonte: a autora.

Entretanto, ¢ importante considerar que a técnica de DRX para determinagdao da
estereoquimica requer a formacao de cristais bem definidos para realizagdo do experimento e
obtencao de resultados confidveis, e estes alcaloides, ndo cumprem essa exigéncia, uma vez que
grande parte deles apresenta aspecto de solidos amorfos. De forma semelhante, a discussao
baseada unicamente nos resultados obtidos dos espectros IV, também ndo sdo suficientes para
a determinacdo inequivoca da estereoquimica dos alcaloides isolados, o que pode ter gerado
resultados equivocados. Em 1996, Bolzani et al., isolou o alcaloide 6a e estabeleceu a
configuragdo relativa por dados de RMN 'H e COSY. Vale destacar que neste estudo a espécie
foi erroneamente classificada como Cassia leptophylla.

E importante salientar que o metabolismo enzimatico das plantas, que ¢é
estereoespecifico, geralmente também leva a producao de metabolitos estereoespecificos, o que
desperta a preocupacao em relacao a tamanha diversidade estereoquimica relatada na literatura
para os alcaloides piperidinicos isolados de S. spectabilis por diferentes pesquisadores. Seriam
realmente compostos com diferentes estereoquimicas ou seriam erros de determinagao?

Vale ressaltar que a existéncia dos pares homodlogos 5/6a e 15/16, que diferem por duas
unidades de CH», apresentam grande desafio na separagdo (Silva et al., 2011; Pivatto, 2010),
uma vez que séries homologas geralmente apresentam caracteristicas fisico-quimicas bastante
semelhantes. Técnicas como cromatografia em camada delgada (CCD) ou cromatografia em
coluna (CC) de bancada ndo separam estes compostos de forma eficiente, comumente
apresentando na CCD o mesmo Rr. Um importante marco nessa perspectiva foi o trabalho

desenvolvido por Pivatto et al. (2005), que através de um estudo sistematico utilizando a
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espectrometria de massas (EM), comprovou a existéncia desta mistura de pares homoélogos,
levantando a possibilidade de que os estudos de isolamento, realizados até entdo, poderiam estar
relatando na verdade a mistura dos pares homologos. Adicionalmente, estudos que fizeram a
avaliacdo biologica dos homologos isolados de S. spectabilis, também apresentaram diferentes
resultados (Pivatto et al., 2014; Lacerda et al., 2018; Freitas et al., 2018), o que mostra a
importancia de um estudo sistematico envolvendo também a estereoquimica destes metabolitos.

Em resumo, devido as incongruéncias relatadas, ha a necessidade de estudos
direcionados para a estereoquimica dos alcaloides piperidinicos de Senna spectabilis, para
determinar de maneira inequivoca a configuragdo relativa e absoluta destes compostos. Esses
resultados sdo importantes e auxiliam nos estudos da quimica medicinal, contribuindo para a
melhor compreensdo da atividade bioldgica. Dessa forma, o método desenvolvido por Mosher,
conhecido também como “andlise dos ésteres de Mosher” pode ser uma alternativa para

compreensdo da estereoquimica dos alcaloides piperidinicos.

2.5 Método de Mosher

A determinag¢do da configuracdo absoluta de moléculas ¢ feita principalmente por
técnicas como Cristalografia de Raios X ou métodos quirdpticos como o Dicroismo Circular.
Cada uma das técnicas possui limitagcdes como a exigéncia de cristais bem definidos ou a
necessidade de absor¢do de luz em um determinado comprimento de onda, respectivamente, o
que as vezes ndo ¢ possivel em alguns casos. Porém, abordagens espectroscopicas como a
ressonancia 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 so6lida ou liquida em solugdo (Seco et al., 2004).

Ao analisar os espectros de RMN obtidos do par enantiomérico, geralmente, ndo ¢
possivel identificar diferenca entre eles, ndo sendo possivel a determinagdo inequivoca da
estereoquimica. Sendo assim, para que a determinagdo seja possivel, e a identificacdo da
configuracdo absoluta possa ser estabelecida pela diferenca dos espectros, ¢ necessario o uso
de um auxiliar quiral durante as andlises, sendo que os mais comumente utilizados sdo os
solventes que proporcionam o reconhecimento de ambientes quirais ou o uso de reagentes de
derivatizacao quiral (RDQ). Apesar do grande potencial da técnica, o uso de solventes quirais,
como auxiliares, ndo fornecem desvios aprecidveis nos espectros, sendo usados quase que

somente para medi¢des de pureza enantiomérica (Seco et al., 2004). A segunda abordagem, que
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faz uso de RDQ, consiste em conectar, por ligagdo covalente, o substrato a dois auxiliares
quirais (enantioméricos) de configuragcdo absoluta definida (R e S). Os produtos da dupla
derivatizacdo apresentam a relagdo de diastereoisdmeros, levando a diferencas maiores nos
deslocamentos quimicos (RMN 'H), sendo um método eficiente para atribuicdo da
configuracdo. Porém, ¢ necessaria uma avaliagdo 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 estereoquimicas estabelecidas utilizando RDQ.
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Fonte: a autora.

Existem trés componentes estruturais fundamentais que caracterizam os RDQ
(Figura 18); a presenga de um grupo capaz de se ligar covalentemente ao substrato; um grupo

com anisotropia magnética para protecao/desprote¢ao seletiva dos substituintes do substrato; e
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por fim, um grupo capaz de direcionar a conformagao dos diastereoisdmeros formados, capaz

de potencializar o efeito do grupo anisotrdpico.

Figura 17 — Reagentes de derivatizagdo quiral (RDQ) comumente utilizados para determinacdo de

configuragdo absoluta.
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Fonte: a autora.

O acido a-metoxi-a-trifluorometoxilfenilacético ((R)-MTPA) (18) (Figura 17) ¢ um dos
reagentes de derivatizacdo mais comumente empregado que foi utilizado pela primeira vez por
Dale, Dull e Mosher em 1969. Desde entdo, varios estudos utilizam esse método, que ficou
conhecido como analise dos ésteres de Mosher. O nome se deve ao produto derivatizado que €
um ¢éster, obtido através de uma ligagdo covalente entre o substrato e o reagente. No entanto,
também sdo relatados alguns problemas envolvendo o uso desses reagentes, como serem
altamente higroscopicos, as vezes caros para aquisi¢do, baixa reatividade (produtos com baixos

rendimentos) e com diferengas nos deslocamentos quimicos (A8*%) muito pequenas, por isso a

necessidade de uma boa avaliagcdo na escolha do RDQ (Marques et al., 2019).
Uma alternativa de baixo custo € o (S)-naproxeno ((S)-NPX) (7a) (Figura 18), vendido
nas farmacias como medicamento anti-inflamatorio na forma de excesso enantiomérico (>98%)

(Ma et al., 2019), que ja foi utilizado para a determinagdo da estereoquimica do
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(R)-dietil-(hidroxietil)fosfonato (20), (R)-dietil-(aminoetil)fosfonato (21),
(Btasewska 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 determinacdo da
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Fonte: a autora.

O método mais difundido, que segundo a literatura sdo obtidos os melhores resultados
dos RDQ ¢ utilizando a dupla derivatizagdo, onde o substrato de estereoquimica nao definida
reage com cada um dos enantiomeros do RDQ separadamente, ou seja, (R)-RDQ e (S)-RDQ
(Figura 19). Posteriormente, sdo comparadas as diferengas nos deslocamentos quimicos (A8%)
dos espectros de RMN dos produtos obtidos na derivatiza¢ao. Dessa forma os ligantes (L1 e L)
do carbono assimétrico sdo singletos no espectro de RMN 'H e absorvem em uma escala
arbitraria, sendo deslocados em cada espectro, em fung¢ao do grupo anisotrépico do respectivo

RDQ (Figura 19).
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Figura 19 — Dupla derivatizagdo: deslocamento dos sinais nos espectros de RMN 'H em fungdo do

efeito anisotropico dos RDQs.
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Fonte: a autora

Os deslocamentos vistos nos espectros sdo provocados pelo efeito anisotropico gerado
pelos sistemas aromaticos dos RDQ. Os ligantes do carbono assimétrico do substrato que se
conecta ao RDQ, sofrem influéncia de protecao ou desprotecdo. A corrente de elétrons m do
sistema aromatico gera um campo magnético induzido secundério que interage com o campo
magnético externo, chamado de By e produzido pelo equipamento de RMN. Nas regides em
que o campo magnético induzido pelos elétrons se opde ao By, ocorre uma interferéncia
anulando parte da intensidade do Bo e blindando os hidrogénios que estiverem nesta regiao,
causando deslocamentos quimicos com valores menores no espectro de RMN 'H (Figura 21)
(Silverstein et al., 2005).

De modo contrario, quando hd uma interferéncia somando a intensidade do campo
magnético induzido com By, havera um efeito de desblindagem dos hidrogénios, movimentando
os sinais para regides de deslocamentos quimicos maiores no espectro de RMN 'H (Figura 20).
O efeito de blindagem nao € restrito aos sistemas aromaticos, no entanto, sdo mais pronunciados
nesses sistemas, aumentando proporcionalmente de acordo com o tamanho do sistema

aromatico, o que pode ser observado a partir do benzeno, naftaleno e antraceno.
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Figura 20 — (A) Corrente de elétrons m do benzeno gera campo magnético induzido; (B) Regides de

prote¢ao e desprotecao.

- H -
7 =
I
I. ’I N‘ ’r \\ | ]
¥ ¥ N
. / i - -
- I -8
Mt e I — ¢
1 1 e
B e B--1 8 -k-’;,‘;-—‘
9 \ \ J-~
\ ! F
| &
\ \\_;r’ \\_gl |

Fonte: Adaptado de Solomons (2013) e Pavia (2010).
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As diferencas nos deslocamentos quimicos dos ligantes nos dois derivados geralmente

¢ suficiente para determinar a estereoquimica do carbono assimétrico. A diferenca ¢ calculada

utilizando a formula: AS%S Ly = (8% Ly — 8° Ly), e indica em qual lado cada substituinte se

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

enantiomero do RDQ usado na derivatizagdo, terd um ligante que estara mais fortemente

protegido tendo o & deslocado para valor menor, o que € utilizado para o estabelecimento da

estereoquimica. No entanto, mudancas nos equilibrios conformacionais podem resultar numa

menor intensidade do efeito de blindagem o que influencia na magnitude do A

estabelecimento da estereoquimica.
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Figura 21 - Efeitos de blindagem do grupo naftil do NPX sobre os ligantes (Lx = L.1 e L.2) do carbono

assimétrico.
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Fonte: a autora.

A metodologia de ésteres de Mosher também pode ser utilizada a partir da analise dos
espectros de um unico produto em diferentes temperaturas. O aumento da temperatura durante
a analise desloca o equilibrio no sentido endotérmico, aproximando a proporcdo (%) entre os
conformeros, e a diminui¢do da temperatura desloca o equilibrio no sentido exotérmico,
mantendo o equilibrio deslocado para o conférmero mais estavel, ou seja, a mesma molécula
em diferentes temperaturas pode apresentar diferencas nos § dos sinais no RMN 'H, informacio
importante na determinagdo da estereoquimica. Essa informagdo evidencia a importancia de
estudos envolvendo a andlise dos conformeros, principalmente dos ésteres (RDQ-substrato).
Estudos tedricos e experimentais com o MPA (19) mostraram que existe uma preferéncia pelos
conformeros sinperiplanar (sp) e antiperiplanar (ap) e entre eles o equilibrio € deslocado para o
conformero sp (Figura 22). O efeito anisotropico do RDQ sobre os ligantes em cada um dos
conformeros ¢ diferente, e por consequéncia, os deslocamentos quimicos sdo afetados
(Figura 22). Assim, o efeito de blindagem do sistema aromatico (Ar) sobre Li é mais intenso
no equilibrio sp. Ja no equilibrio ap € possivel observar o efeito de blindagem sobre L> de forma
mais intensa. No caso do (R)-MPA (Figura 22), o conférmero de menor energia € representado
pelo sp, o qual o H do substrato esta eclipsado com o grupo OCHj3 do RDQ), fixando a posi¢ao
do grupo anisotropico (Ar) sobre o ligante L;. De maneira semelhante o H do substrato também
esta eclipsado com a carbonila do éster formado, tendo a conformagdo fixada pela ligagdo de

hidrogénio intramolecular, vista nos dois conformeros representados.
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Figura 22 — Equilibrios conformacionais do (R)-MPA—substrato.

L L

H
OMe
(0] H

H3CO a AE
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Ar. L1
H AU

equilibrio sp

Fonte: a autora.

O MTPA (18) também ¢ um RDQ muito utilizado que possui trés conformeros

principais (Figura 23), sendo que os efeitos anisotropicos em cada um dos conféormeros podem

ser diferentes e até se anularem entre conformeros, o que pode gerar valores de ASSF

pequenos

e dificeis de serem interpretados. Essas diferengas entre os RDQ utilizados, evidenciam que

apesar do método ser eficiente na determinacdo da configuracdo, ¢ necessaria uma analise

conformacional detalhada do produto derivatizado.

Figura 23 — Equilibrio conformacional do MTPA.

(R)-MTPA éster

SP1 Sp2 ap4
CF3 H CF3 H
H MeO
L, L 4)
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L2 LZ —_— CF3
protecdo em L, desprotegéo em L, desprotegéo em L4

Fonte: Adaptado de Seco, Quifioa e Riguera (2004).
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Os estudos tedricos através da quimica computacional, mais especificamente os calculos
de dinamica molecular (DM), sdo ferramentas importantes nas analises conformacionais. A DM
pode ser utilizada para simular o comportamento de moléculas em diferentes solventes,
analisando e prevendo as principais conformacdes moleculares (Schlick, 1996). Dessa forma, ¢
possivel estipular as porcentagens dos conférmeros, estados de energia, temperatura necessaria
para interconversao em diferentes meios (solventes), entre outras variaveis, sendo os calculos
de DM usados como estratégia para refinar os dados de raios-X ou RMN (Mackrell; Banavali;
Foloppe, 2001).

Diante da importancia bioldgica que os alcaloides piperidinicos de S. spectabilis tém
apresentado como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos e da necessidade do
conhecimento de forma inequivoca da quiralidade associada a esses metabolitos, selecionamos
o método de Mosher como estratégia para atribuicdo da estereoquimica absoluta. Assim,
elegemos os alcaloides (—)-cassina e a (—)-espectalina como modelos para os estudos, uma vez
que sdo compostos relativamente abundantes na espécie, no entanto, ndo apresentam grupos
cromoéforos e ndo formam cristais, o que inviabiliza o uso de outras técnicas e evidencia a

importancia da estratégia desenvolvida por Mosher.

44



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia para a determinacdo da estereoquimica absoluta dos alcaloides
(—)-cassina e (—)-espectalina, isolado das flores de S. spectabilis, utilizando como reagente de
derivatizagao quiral o (+)-(S)-naproxeno ((S)-NPX), um anti-inflamatério comercializado na forma de

enantidémero puro.

3.2 Objetivos especificos

e Obter os alcaloides piperidinicos (—)-cassina e (—)-espectalina do extrato etanélico das
flores de S. spectabilis;

e Obter o (S)-NPX, a partir de farmacos comerciais, avaliar a pureza e identificar sua
estrutura através das técnicas espectroscopicas e espectrométricas;

e Desenvolver uma metodologia para racemiza¢do do (S)-NPX para obtencdo do
(R)-NPX;

e Sintetizar os ésteres de Mosher;

e Desenvolver uma metodologia de purificagdo/separagdo dos ésteres;

e Avaliar as conformagdes de menor energia dos ésteres utilizando calculos
computacionais;

e Avaliar os dados de RMN 'H dos ésteres sintetizados;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacio

* Banho de ultrassom FISATOM modelo 550.
* Balanga analitica SHIMADZU modelo AX 200.
» Camara escura para luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) SOLAB modelo SL-204.
* Linha de secagem de amostra a pressao reduzida (bomba) EDWARS modelo RVS5.
* Rotaevaporador BUCHI modelo R-100 (componentes: banho de aquecimento Buchi B-465
e bomba de vacuo Buchi V-100).
 Agitador magnético GEHAKA modelo AA-2050.
* Polarimetro analdgico Nova Optical Systems, modelo NO WXG-4 (luz monocromatica de
lampada de s6dio a 589,3 nm).
* Polarimetro anal6gico KRUSS, modelo P1000-LED (luz monocromatica de lampada de sodio
a 589,3 nm).
* Aparelho de temperatura de fusdo GEHAKA, modelo PF1500.

4.2 Solventes e reagentes

¢ Etanol (EtOH): Synth P.A. ACS

* Metanol (MeOH): J. T. Baker CLAE

« Triclorometano ou cloroformio (CHCI3): Exodo Cientifica P.A.

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

* Solventes de grau analitico (P.A.) da empresa Quimica Araguaya, purificados por destilacdo
fracionada: etanol, hexano, cloroformio ¢ acetato de etila.

« Acido acético glacial (CH3CO,H): Synth P.A. ACS

« Acido hexacloroplatinico IV: Vetec P.A.

* Jodeto de potassio: Vetec P.A.

* Cloroformio-d 99,8% ACROS Organics.

* Cloroformio deuterado (CDCl3) Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

« Acido formico grau CLAE da Panreac
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4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para as analises de cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) foram
utilizadas placas comerciais de silica gel 60 de 0,20 mm de espessura com indicador de
fluorescéncia (UV254/366), suportadas em folhas de aluminio (Macherey-Nagel).

Para as placas de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram
utilizadas placas comerciais de silica gel GF de 0,5 mm de espessura com indicador de

fluorescéncia (UV254) (Uniplate).

4.2.2 Preparo do revelador de iodocloroplatinato (ICIPt)

Solucdo A: Solucdo aquosa de 5% (m/m), de 4cido hexacloroplatinico
(IV)(H2(PtCle).6H-0).

Solucio B: Solucao aquosa a 10% (m/m), de iodeto de potassio (KI)

Solucdo spray: Mistura da solugdo A, solugdo B e HO (1:9:10).
(Touchstone; Dobbins, 1978)

4.2.3 Cromatografia em coluna aberta

Para as separacdes por cromatografia em coluna (CC) aberta foi utilizada a fase
estacionaria (FE) de silica gel (SiO2) para cromatografia flash (40—-63 um, diametro de poro 60
A) (Sigma Aldrich).

4.2.4 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) foram feitas na Rede
de Laboratérios Multiusuario (RELAM) localizado no Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia (IQ-UFU), campus Santa Mdnica, utilizando o equipamento:

Cromatografo a liquido de alta eficiéncia da Shimadzu Corporation, modelo LC _6AD,
com os seguintes modulos: controlador do sistema modelo CBM-20A; detector evaporativo por
espalhamento de luz (do inglés evaporative light scattering detector — ELSD) modelo ELSD-
LT II; detector de arranjo de diodo (DAD) modelo SPD-M40A; forno de coluna modelo CTO-
20A; auto amostrador modelo SIL-10AF; coletor de fragdes FRC-10A; desgaseificador modelo

DGU-20As5r. O equipamento ¢ vinculado a uma esta¢do de dados com software LCSolutions.
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As analises de cromatografia a liquido de alta eficiéncia hifenado a espectrometro de
massas (CLAE-EM), foram realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz
Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia
(IBTEC-UFU), coordenado pela professora Luciana Machado Bastos, utilizando um
equipamento de CLAE (Agilent modelo Infinity 1260), hifenado a espectrometro de massas de
alta resolucdo do tipo Q-TOF (Agilent® modelo 6520 B) com fonte de ionizacdo por
electrospray (IES).

As massas acuradas obtidas dos espectros de massas em alta resolucdo foram
comparadas com as massas exatas obtidas no software ChemDraw Ultra 12.0, sendo calculado

os erros em ppm utilizando a equagdo abaixo:

(Massa acurada — massa exata) P
Errogpm) = X 10
massa exata

As amostras foram solubilizadas em Metanol (MeOH) grau CLAE, sendo filtradas em
membrana de politetrafluoretileno 0,45 pm. Para as analises foram utilizadas as colunas:
e Coluna analitica Phenomenex® Luna (250,0 x 4,6 mm, 5 um) protegida pela respectiva
pré-coluna.
e Coluna semipreparativa Phenomenex® Luna Cs (250,0 x 10,0 mm, 10 pm).
e Coluna quiral analitica da Phenomenex® Lux celulose-4, com didmetro interno (d.i.)
de 4,6 mm e comprimento de 25 cm (250,0 x 4,6 mm, 5 um), protegida pela respectiva
pré-coluna.

e (Coluna Agilent Poroshell (100,0 x 3,0 mm, 2,7 pm).

4.2.5 Cromatografo a Gas

As analises de cromatografia a gas com detecc¢ao por ionizagdo em chama (do inglés,
flame ionization detection) (CG-FID), foram feitas no RELAM localizado no 1Q-UFU, campus
Santa Ménica, utilizando o equipamento:
Cromatografo a géas Shimadzu, modelo GC-2014/C114847-09428 e auto injetor
Shimadzu, modelo AOC-20i Plus, com as seguintes condigdes: gas transportador nitrogénio a
1.

fluxo constante de 2,32 mL.min"!; coluna cromatografica capilar phenomenex® ZB-5ms

(30 m x 250 pm x 0.25 um); temperatura do injetor ajustada a 250 °C, com uma proporcdo de
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divisdo de 1:30; condigdes de analise: temperatura inicial do forno 100 °C, com aumento
gradual de 13 °C.min"! até 280 °C, onde foi mantida por 8 min; tempo total de anélise 21,8 min.

As analises de cromatografia a gas acoplado a um espectrometro de massas com
ionizacdo por impacto de elétrons (CG-EM-IE) foram realizadas no Laboratério de
Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU), campus Umuarama, utilizando o
equipamento:

Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas Agilent Technologies, modelo
7890B GC System/5977B GC/MSD, com as seguintes condigdes: gas transportador hélio a
fluxo constante de 1,0 mL.min"'; coluna cromatografica capilar Agilent 19091S-433 HP-5ms
(30 m x 250 pm x 0.25 um); temperatura do injetor ajustada a 210 °C, com uma proporcao de
divisdo de 1:20; condigdes de andlise: temperatura inicial do forno 100 °C, com aumento
gradual de 13 °C.min"" até 280 °C, onde foi mantida por 8 min; tempo total de analise 21,8 min.
As amostras foram solubilizadas em CH2Cl> e os valores das massas detectadas entre 35-550

u foram registrados no espectro.

4.2.6 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises foram realizadas no espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN)
Bruker modelo Ascend™ 400 Avance III HD (9,2 Tesla) da RELAM localizado 1Q/UFU,
operando em frequéncias de 400 e 100 MHz para os nucleos de hidrogénio e carbono,
respectivamente. Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando TMS como padrao

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

4.2.7 Espectroscopia de absor¢do molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

As analises de UV-Vis foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais
(NuPPeN) do IQ-UFU, campus Santa Monica, coordenado pelo prof. Alberto de Oliveira,
utilizando um espectrofotometro da marca Thermo Scientific modelo GENESYS 10S UV-Vis,
fazendo a leitura de absorbancia entre 190-1100 nm. As amostras foram solubilizadas em
MeOH grau CLAE e as andlises foram realizadas utilizando cubetas de 1 cm. O célculo do

coeficiente de absortividade molar (¢) foi realizado com base na formula:

A=—-log(T)y=¢ xb xC
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Nota: A = Absor¢do; T = Transmitincia; b = caminho optico (cm); C = concentragdo (mol.L™);

¢ = coeficiente de absortividade molar (L.cm '.mol )

4.3 Métodologia experimental

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

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

O extrato etanolico (1,9 kg) das flores de Senna spectabilis (EEF1-Ss) foi preparado
previamente pelo Professor Dr. Marcos Pivatto a partir do material vegetal (35,8 kg), que apos
seco e triturado (7,9 kg) foi submetido a extragdo por maceragdo com etanol PA (5 x 35 L),
sendo o solvente removido por destilagio em evaporador rotativo a pressdo reduzida,
utilizando banho de aquecimento a 40 °C. As flores foram coletadas (fevereiro de 2009) no
terminal rodoviario de Araraquara, sendo a exsicata (SP 384 109) depositada no Instituto de
Botanica de Sao Paulo (Pivatto, 2010).

Parte do EEFI-Ss (80,0 g) foi solubilizado em 500 mL de MeOH/H>O (4:1, v/v), filtrado
e submetido a extragdo liquido-liquido com hexano (5 x 250 mL) e diclorometano
(5 x 250 mL) (Figura 24). Os solventes foram removidos por destilacdo em evaporador rotativo
a pressao reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C. Parte da fracdo CH>Cl, (8,5 g)
foi submetida a CC, nomeada IMC1 (Freitas, 2022).

Figura 24 — Extracdo liquido-liquido do extrato etandlico das flores de S. spectabilis.

Extrato Etandlico

80,09
1. Solubilizar MeOH:H,O (4:1) 500 mL
2. Filtrar
12‘5255?;%%) Sol. hidrometandlica
n-hexano (5 x 250 mL)
F. n-hexano . .
2.6 g (3.2%) Sol. hidrometandlica

CHCl, (5 x 250 mL)

F. CH,Cl, F. hidrometandlica
40,5 g (50,6%) 23,19 (28,9%)
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Fonte: a autora.

Parte da fragdo IMC1-F114-265 (1,38 g), fragdo rica em alcaloides, foi submetida a CC,
nomeada como IMC2. As fracdes foram analisadas por CCD e reveladas com o revelador
iodocloroplatinato (ICIPt). As fragdes que tiveram resultado positivo para presenca de
alcaloides foram analisadas por CG-EM-IE.

Parte da fragdo IMC2-Fgiss (449 mg), fracdo rica nos alcaloides 5 e 6a, foi
submetida &8 CLAE no modo semi-preparativo, nomeada de IMC3. As fragdes foram analisadas

por CG-FID.

4.3.2 Preparagdo dos cloridratos da (—)-cassina (5) e (—)-espectalina (6a)

Os cloridratos 24 e 25 foram preparados por adigao de HCl(y), gerado pelo gotejamento
de H2SO41) (20 mL), do funil de separacdo (n° 1), sobre HClg) (20 mL) no baldo (n° 2) a
temperatura ambiente, utilizando um sistema de Kipp modificado (Figura 25), que canaliza os
vapores do gas formado até o baldo de fundo redondo (n° 3), borbulhando o géas 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 — Reagdo para obtengdo dos cloridratos da (—)-cassina e (—)-espectalina.

H O,,,/// H O"’////
W\ ", A H i ,\\‘\\\\ + Yy ,,
SN ("'%Cm Sistema de Kipp HsC N < '%CH;&

H3C
H Cl- H2
5:n =10, (-)-cassina 24: n = 10, cloridrato de (—)-cassina
6a: n = 12, (-)-espectalina 25: n = 12, cloridrato de (—)-espectalina

Fonte: A autora.

4.3.3 Extragdo do (+)-(S)-naproxeno

A extragao do (+)-(S)-naproxeno ((S)-NPX) (7a) foi realizada a partir de medicamentos
comerciais encontrados nas farmadcias, contendo naproxeno soédico, de trés empresas
farmacéuticas distintas. Inicialmente os comprimidos (10 unidades de 550 mg cada), contendo
5,5 g do principio ativo, foram triturados, utilizando graal e pistilo. O material pulverizado foi
transferido para um béquer, solubilizado em 25 mL de uma solugdo MeOH:H,O (9:1) e mantido
sob agitacdo em ultrassom por 30 minutos. Em seguida, a solu¢do foi filtrada, utilizando papel
de filtro, e o material pulverizado foi novamente solubilizado em 25 mL de uma nova solugao
hidrometanolica e submetido a extragdo por 3 vezes consecutivas. Os trés volumes das solugdes
hidrometanélicas foram reagrupados (75 mL) e os solventes foram removidos por destilagao
em evaporador rotativo a pressao reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C.

O sal sddico do naproxeno obtido foi entdo solubilizado em 50 mL de uma solugao
aquosa de 4cido cloridrico (3,0 mol.L™!) e submetido a extra¢io liquido-liquido com AcOEt
(5 x 25,0 mL). Os resquicios de 4gua da fra¢do organica foram removidos utilizando sulfato de
sodio anidro, mantendo o agente secante em contato com a soluc¢do por 15 minutos. Em seguida,
a solucao foi filtrada, para retirar o agente secante, e o solvente foi removido por destilacdo 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 fusdo para

confirmacao da estrutura.
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Figura 27 — Fluxograma da extracao do (+)-(S)-naproxeno.

Comprimidos

1. Triturar
2. Solubilizar em metanol:agua (9:1)
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Excipientes naproxeno sédico
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2. Extracdo com AcOEt (5 x 25 mL)

Fracao inorgénica Fracdo orgéanica

1. Secar com Na,SO,4
2. Filtracdo simples

3. Destilar o solvente

(+)-(S)-naproxeno

Fonte: A autora.

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

Foram avaliadas duas metodologias para racemiza¢ao do (+)-(S)-naproxeno (7a), uma
em meio basico e outra em meio 4acido.

Meio basico: Foi pesado 200,0 mg (46,05 mol) de 7a, solubilizado em 25 mL de solugao
aquosa de KOH (0,32 mol.L ™), transferido para um baldo de fundo redondo de 50 mL e mantida
sob agitacdo e refluxo a 100 °C por 24 h (Xu, et al., 2015). Em seguida, a solucdo foi resfriada
e neutralizada com uma solugdo de HC1 (1,0 mol.L™!, 50 mL) sob agitacido por 20 minutos. Na
sequéncia, a solugao foi transferida para um funil de separagdo e submetida a extragao liquido-
liquido com AcOEt (5 x 25,0 mL). Os resquicios de agua da fase organica foram removidos
utilizando sulfato de sodio anidro, que foi mantido em contato com a solugdo por 15 minutos.
Em seguida, a solucao foi filtrada, para retirar o agente secante, e o solvente foi removido por
destilacao em evaporador rotativo (banho a 40 °C). O produto foi analisado por CCD, CLAE-
DAD-EM-IES-(+) e RMN.
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Meio acido: Foi pesado 200,0 mg (46,05 mol) de 7a, solubilizado em 25,0 mL de
anidrido acético, transferido para um baldo de fundo redondo de 50 mL e mantido sob agitagao
e refluxo a 140 °C por 24 h (Linze et al., 1985). Em seguida, para finalizar a reagdo, a solugao
foi resfriada e na sequéncia adicionado 25,0 mL de agua. Posteriormente a solucdo foi
transferida para um funil de separagdo e submetida a extracao liquido-liquido com AcOEt (5 x
25,0 mL). Os resquicios de dgua da fase organica foram removidos utilizando sulfato de sddio
anidro, que foi mantido em contato com a solugdo por 15 minutos. Na sequéncia, a solucao foi
filtrada, para retirar o agente secante, e o solvente foi removido por destilagdo 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 Preparagdo 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 CHCIl;3 e transferida para um baldo de fundo
redondo de 50 mL e mantido sob agita¢do. A esta solugdo 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 reacdo foi mantida sob agita¢do a temperatura ambiente por 35 horas (Figura 28)
e monitorada por CCD. Em seguida, a reagao foi interrompida com a adi¢do de 30 mL de uma
solugdo de carbonato de sodio (0,07 mol.L™!, pH 10) para neutralizar o meio reacional, que foi
transferido para um funil de separagdao. Esse procedimento foi repedido 5 vezes e as fases
aquosas foram agrupadas (150 mL) e submetidas a extracdo liquido-liquido com CH:Cl»
(5 x 25 mL). Os resquicios de agua das fracdes organicas (CHCl; e CH2Cly) foram removidos
utilizando sulfato de sodio anidro, que foi mantido em contato com a solucao por 15 minutos
(Freitas, 2022). Na sequéncia, a solucgdo foi filtrada, para retirar o agente secante e o solvente
foi removido por destilagdo em evaporador rotativo (banho a 40 °C). A reacdo foi monitorada

por CCD, utilizando como revelador ICIPt e camara de UV254 nm.

Os ¢steres 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

CHCI; e transferido para um baldo de fundo redondo de 50 mL e mantido sob agitacdo. A esta
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solugdo foram adicionados 87,8 mg (0,38 mmol) da mistura racémica 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 reagdo sao idénticas as da sintese do (S)-naproxeno—cassina descritas anteriormente.

Figura 28 — Reacdo para obtencdo dos ésteres de (—)-cassina e (—)-espectalina.

o
— " .
o™ R M’("-%Lcm : HaCO CHCly, 25°C Hae™ N ”"("-%kcm
cl H cl H
= - Vomssi _ 28: n = 10, (S)-NPX—cassi
nrammmRoTs, e m .,
CHs
HO%O i + OCI COOH EDC, DMAP NPX'(R)/OW’”’O e
— T .
HSC"‘\\“\CF ﬁz ”’1(...%%3 HyCO CHCts, 26°C e N Ilh("'%kCHs
24: n = 10, cloridrato de (-)-cassina 7b: (R)-NPX 30:n =10, (R)-NPX-cassina
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Fonte: A autora.

4.3.6 Separacdo dos ésteres de Mosher

Foi realizado uma CCDP com 4,2 mg da IMC5-F36, com duas elui¢des, acompanhada por
UV254. Na sequéncia foi feita a raspagem da silica, que foi coletada em béquer e solubilizada em
metanol (2 x 10 mL) e diclometano (1 x 15 mL). Em seguida o material foi filtrado e o solvente
rotaevaporado. A separacdo comprovada por CCD, utilizando como revelador ICIPt e cdmara de UV

em A de 254 nm, e CLAE-EM-ESI-(+).

4.3.8 Calculos de dinamica molecular (DM)

Os célculos computacionais foram realizados em computadores localizados no
Laboratério de Modelagem Molecular e Simulagdo Computacional de Nano-Bio Sistemas —
CENAPAD-SP, e nos computadores localizados no Laboratorio de Cristalografia e Quimica
Computacional (LCQC) da UFU, campus Santa Monica, em colaboragao com o prof. Eduardo
Franca.

O sistema foi simulado utilizando a metodologia de Dinamica Molecular (DM), que
utiliza equacdes de movimento classica de Newton e Hamilton, para determinar a trajetoria, ou

seja, a evolucdo temporal de um sistema, usadas para determinar pardmetros estruturais, assim
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como conformagdes preferenciais (Freitas; Oliveira, 2018). Os célculos para as analises
conformacionais do nucleo piperidinico (cadeira-bote) dos alcaloides foram baseados nas
equagoes e parametros de Cremer ¢ Pople modificados (Iglesias-Fernandez et al., 2015). J& as
analises para determinar a conformagao dos ésteres e orientagdo do grupo naftil em relagao ao
nucleo piperidinico, foram feitos utilizado célculos baseados na dindmica molecular de Born-
Oppenheimer (DMBO), sendo esta, semelhante a DM cléssica com adi¢do de calculos quanticos
da estrutura eletronica como célculos de funcao de onda, envolvendo integragdo da trajetoria,
o que permite determinar sua energia potencial, gradiente e hessiana (Sousa Neto, 2022).
Espectros tedricos de RMN 'H foram obtidos utilizando a Teoria Funcional de
Densidade (DFT), com funcional B3LYP e fungdo de base PVSSEG-2, através do modelo de

solvatagdo implicita CPCM para os solventes metanol e cloroférmio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

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

O extrato etandlico (EEFI-Ss) e as fracdes obtidas das extragdes liquido-liquido
(item 4.3.1), foram analisadas por CCD utilizando como FE silica gel e como FM uma mistura
de CH2Cl2:MeOH:NH4OH (9:1:0,5). As cromatoplacas foram reveladas com ICIPt, reagente
especifico para alcaloides. A partir da avaliacdo das placas, foi possivel constatar que os
alcaloides estavam presentes em maior concentragdo na fragdo CH2Cl» (40,0 g), que em seguida
foi submetida a cromatografia em coluna (CC).

Parte da fracdo CH2Cl: (8,5 g) foi submetida a CC (445,0 g, 20,0 x 8,0 cm d.i.),
utilizando como FE silica gel (63—200 um) e FM um gradiente de solventes que iniciou com
CH:Cl2:MeOH:NH4OH (10:0:0,5) até CH2Cl:MeOH:NH4OH (7:3:0,5), e na sequéncia 100%
de MeOH. As fragdes coletadas (370) foram avaliadas por CCD, reveladas com ICIPt e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ry, resultando nas fragdes alcaloidicas:

IMCI1-F1-113(598,5 mg), IMC1-F114-265 (3,6 g) € IMC1-Fa66-370 (3,7 g) (Figura 29).

Figura 29 — CCD das fragoes coletadas de IMC1.

IMCI1-F ;113 IMCI1-F 114565 IMC1-F366370

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

Fonte: a autora.

Parte da fragdo IMCI1-Fi14-265 (1,38 g), similar ao padrdo de 5, foi submetida a CC
utilizando como FE silica flash (78,0 g, 24,5 x 3 cm d.i), e como FM um gradiente de
solventes que iniciou  com  hexano:CH>ClL:NH4sOH  (10:0:0,5), passando  por
CH2CL:AcOEt:NH4OH e finalizando com AcOEt:MeOH:NH4OH (0:10:0,5). As fracdes
coletadas (140) foram analisadas por CCD, reveladas com ICIPt e reagrupadas de acordo com
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similaridades dos valores de Rr (Figura 30), resultando nas fragdes IMC2-Fi-gy (155,6 mg),
IMC2-Fsi-g3 (554,5 mg), IMC2-Fgo-114 (194,4 mg) e IMC2-F115-140 (392,6 mg)

Figura 30 — CCD das fracdes obtidas da IMC2.

IMC2-

IMC2-F 1-50 é IMC2-F gi-ss IMC2-F g9-114

F 115-140

Condigoes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador ICIPt.

Fonte: a autora.

As fragdes IMC2-Fg; a IMC2-Fgg apresentaram uma unica mancha na CCD com o
mesmo Rr0,55 do padrio 5, indicando a presenca deste composto. No entanto, ja é conhecido
que o homoélogo 6a também apresenta mesmo Rr. Assim, estas fragdes foram analisadas por

CG-EM-IE, onde foi possivel confirmar a presenga do par homologo (Figura 31).
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Figura 31 — CG-EM-IE dos padroes 5 (zr 13,5 min) (A) e 6a (tr 14,9 min) (B) e das fragoes IMC2-Fg»

(C), IMC2-Fs3 (D) e IMC2-Fs7 (E).
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Condic¢des: Gradiente de 100280 °C (21,8 min), depois mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL"!, Fluxo

do gas (He) = 1,0 mL.min™".
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Fonte: a autora.

A partir da andalise dos cromatogramas (Figura 31) foi possivel observar que as fragdes
IMC2-Fs; até¢ IMC2-Fgg apresentavam sinais com tempos de retencao (fr) similares aos dos
padrdes homologos 5 (zr 13,6 min) e 6a (zr 15,1 min), e em cada fragdo essa mistura variava
em proporcao da seguinte maneira: IMC2-Fg, 5/6a (1:4), IMC2-Fg3 5/6a (1:1) e IMC2-Fg75/6a
(4:1), o que estd de acordo com o reportado por Pivatto e colaboradores (2005). Além disso, os
EMs obtidos (Figuras 32C e 32D) sdo similares aos EMs dos padrdes 5 e 6a (Figura 32A e B),
corroborando os resultados relatados na literatura (Freitas et al., 2018). Na analise dos EM-IE
(Figura 32), foi possivel observar os ions moleculares (M) m/z 297 (5) e 325 (6a), sendo que
o mesmo ion fragmento de m/z 114 (pico base), foi observado para os dois compostos ¢ foi
atribuido a eliminac@o da cadeia lateral ligada ao C-6 através de uma cisdo homolitica (Figura

33).
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Figura 32 — EM-IE dos padrdes 5 (fr 13,52 min) e 6a (z 15,1 min) (A e B respectivamente) e compostos

com mesmos fr (C e D), observados na fragdo IMC2-Fs;_gs.

ounts vs. Mass-to-

<106 +EI| Scan (rt: 13,52 min) Padrédo (—)-cassina (5).D
14] A) 114.06 x 10 2% -
12 nyy o 297.27
1,
N . 1y
0.8 Hic N < CHs
0,6 H "
04 5:n =10, m/z 297 296 297 298
44.08
0,21 96.06
' 70.06 240.22
04 Mth‘ ”\m“ Wil il ‘\‘ ‘12707 156"11 . 1?4'14 20701 s ‘\ T 28%'20 i i
40 60 80 100 120 140 160,180 200 220 240 260 280 300 320
ounts vs. Mass-to-Charge {(m/z)
<10 6 +E| Scan (rt: 14,95 min) Padrédo (—)-espectalina (6a).D
M+
451 B) 114.09 X 10 32528
4 iy, 0
3,51
31 RN ///,,< 326.
HsC N CH
2,51 3 H n 3
2,
15] 6a: n=12, m/z 325 ‘
’ 324 326
11
05| 4408 96.07 268.25
o o, 7908 427,07 15612 184.15 207.02 ] 310.26
40 60 80 100 120 140 160, 180 200 52‘9 240 260 280 300 320
ounts vs. Mass-to-Charge {m/z)
+El Scan (rt: 13,71 min) IMC2 F83.D
x10 6
296.22
91 O) 114.09 x 10 M
84 297.23
71 298.26
6,
5,
41
240.21
31 296 297 298
21 96.07
o e 15608 1s413 21217 ) 25421 %
| N {111 P (1) rroy1 1 L PRI e L ol Ll Ll Ll ol Ll N i [ Ll 1.
40 60 80 100 120 40 160 180 200 220 = 240 260 280 300 320
ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)
+El Scan (rt: 15,15 min) IMC2 F83.D
x10 6
324.26
9 M+
. D) 114.10 x 10 o2
7
6 326.27
5
4 |
3 324 325 326 327
268.25
2 96.07
]
0 5%?5 ;3408 | ‘127.08 156.11  184.15 21219 250.23 | 282.24 310.25
40 60 80 100 120 140 160, 180 200 292) 240 260 280 300 320

Fonte: a autora.
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Figura 33 — Proposta de mecanismo de fragmentacdo sugerido (—)-cassina e (—)-espectalina para
justificar o sinal em m/z 114 (pico base).

HO

‘', y O ',u/// 7
SN T A, —CH,CH,(CH,),COCH N Z
HoC N \,}Mkcm CH2CHo(CHy), 3 e N
H H
5: n =8, (-)-cassina m/z 114 (100.0%)

6a: n = 10, (-)-espectalina

Fonte: Freitas ef al. (2018).

Na fragao IMC2-Fsg9_114 foram observadas manchas marrons nas analises de CCD com
o mesmo Rrdo padrdo 5, acompanhadas de manchas com menor Rr 0,28, indicando a presenca
de compostos mais polares. Essas fracdes foram analisadas por CG-EM-IE (Figura 34), sendo
possivel observar, além dos sinais de 5 (fr 13,7 min) e 6a (zr 15,1 min), sinais com 14,01 ¢
15,56 min, que apresentam EM-IE (Figura 35) similares aos de 5 e 6a, respectivamente,
sugerindo que estes compostos sdo diastereoisomeros dos alcaloides 5 e 6, j4 relatados

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

Figura 34 — CG-EM-IE da fracdo IMC2-Fgo_i14.
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Condig¢des: Gradiente de 100-280 °C (21,8 min), depois mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL"!, Fluxo

do gas (He) = 1,0 mL.min™".

Fonte: a autora.
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Figura 35 — EM-IE dos alcaloides 15 (tz 14,01 min) e 16 (¢z 15,56 min) (Figura 35).
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Fonte: a autora.

Parte da fragdo IMC2-Fgiss (449,0 mg) foi submetida a CLAE no modo
semipreparativo, para isolamento dos alcaloides 5 e 6a. As fracdes coletadas (20) foram
analisadas por CG-FID e reagrupadas de acordo com a similaridades dos valores dos #r (Figura
37), resultando nas fragdes IMC3-F; (0,6 mg), IMC3-F>_s (159,8 mg), IMC3-Fs 3 (28,8 mg),
IMC3-Fo_11 (40,5 mg) e IMC3-F12-20 (38,0 mg).

A partir da andlise dos cromatogramas (Figura 37) foi possivel observar que a fracao
IMC3-F,_5 apresentou apenas um sinal com tempo de retencao (zr 14,5 min) similar ao do
padrdo 5 (zr 15,5 min) (Figura 36), de mesmo modo, a fragdo e IMC3-Fo_1; apresentou apenas
um sinal com tempo de reten¢do (fr 16,0 min) similar ao do padrao 6a (zr 16,0 min), tendo a
fragdo IMC3-Fs_g apresentado dois sinais com tempos de reten¢do (fr 14,9 min; fr 16,0 min)
similares aos padrdes de 5 e 6a. As fracdes IMC3-F; e IMC3-F12 20 ndo apresentaram sinais

referentes aos alcaloides.
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Figura 36 — CG-FID dos padrdes 5 (A) e 6a (B).
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Fonte: a autora.
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Figura 37 — CG-FID das fragdes IMC3-F,_5 (A), IMC3-Fs—3 (B), IMC3-Fo_1; (C).
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Fonte: a autora.
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5.2 Sintese dos respectivos cloridratos de (-)-cassina e (—)-espectalina

Para a sintese do cloridrato da (—)-cassina (24) foi utilizada a fragdo IMC3-F»_5 que
consiste do alcaloide 5. Ao final da reacdo o produto foi seco e pesado, sendo observado um
sOlido levemente amarelado, em concordancia com a literatura, € rendimento de 92%
(Viegas Junior et al., 2005). De maneira analoga, também foi realizada a reagdo para a sintese
do cloridrato da (—)-espectalina (25) utilizando a fragdo IMC3-Fo_i;. Para avaliar a formacgao
dos cloridratos a temperatura de fusao (TF) foi avaliada e comparada com valores descritos na
literatura (Tabela 1). Os valores de TF obtidos estdo de acordo com dados reportados e

corroboram a formagao dos cloridratos.

Tabela 1 — Temperatura de fusdo dos cloridratos da (—)-cassina e (—)-espectalina em comparagdo com

dados da literatura.

Temperatura de fusdo (°C)

Compostos
(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 Extracao do (+)-(S)-naproxeno ((+)-(S)-NPX)

O é4cido (+)-(S)-naproxeno ((S)-NPX) (7a), foi obtido a partir de trés medicamentos
diferentes comercializados nas farmacias, o “Naxotec” da farmac€utica Unido Quimica;
“Naproxeno sodico” da farmacéutica Neo Quimica; e o “Flanax” da farmacéutica Bayer AG,
como descrito no item 4.3.3. Em cada caso, foram observadas caracteristicas proprias dos
excipientes dos medicamentos, como por exemplo, os corantes utilizados (descritos nas bulas):
oxido de ferro que ¢ amarelo, utilizado pela farmacéutica Unido Quimica e o corante laca azul

de aluminio utilizado pelas farmacéuticas Neo Quimica e Bayer AG (Figura 38).
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Figura 38 — Comprimidos das respectivas farmacéuticas em suas formas revestidas e trituradas.

Fonte: a autora.

Além da diferenca aparente dos comprimidos devido aos corantes utilizados, os
excipientes em cada caso resultaram em diferencas no processo de filtragem, que por
consequéncia também causou diferenga nas massas obtidas dos fAirmacos na forma sédica. A
massa esperada para 10 comprimidos de 500,0 mg cada, de acordo com o descrito nos rotulos
dos medicamentos das trés farmacéuticas, era de 5,0 g de naproxeno sodico. No entanto, a
massa extraida e respectiva porcentagem para cada um deles foi: 2,57 g (47%) Unido Quimica,
4,24 g (76%) Bayer e 6,14 g (110%) Neo Quimica (Tabela 2). O sal sddico do naproxeno foi
entdo transformado na sua forma de acido neutro (7a), utilizando uma solugdo de HCI 3M

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

Figura 39 — Reagdo para neutralizar o naproxeno sodico.

OCH
OCH 3
3 HCI (aq) O OO
I— . + NaCl
_—_—
Na+ -0 - HO ~

CHs CHs
7a: (S)-NPX

Fonte: A autora.

Tabela 2 — Massas do naproxeno obtido na forma so6dica e neutra.

Medicamento? Massa NPX extraido (%)" Massa NPX neutro (%)¢
Naxotec® 2,57 (47%) 2,00 (40%)
Naproxeno sodico® 6,14 (110%) 4,64 (93%)
Flanax® 4,24 (76%) 3,39 (68%)

3Foram pesados 10 comprimidos de 500,0 mg cada. "Naproxeno (NPX) na forma sédica. “NPX na forma neutra.

Fonte: A autora.
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Os (S)-NPXs, na forma neutra, de cada medicamento foram obtidos como soélidos
brancos, que para atestar a pureza, foram medidas as temperaturas de fusdo (4 x), sendo
considerada a média das variagcdes (Tabela 3). De acordo com Mahlin (2011), Romer
e Kraska (2010) e Lee, Choi e Park (2008) o ponto de fusao do naproxeno pode variar entre
152-154,6 °C. Assim, ¢ possivel notar a similaridade entre o valor relatado e os valores medidos

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

Tabela 3 — Temperatura de fusdo dos (S)-NPXs extraidos na forma neutra.

Medicamento Temperatura de fusdo (°C)
Naxotec® 150,6-151,0
Flanax® 153,5-154,7
Naproxeno sodico® 152,4-153,3

Fonte: a autora.

Para avaliar a pureza enantiomérica os (S)-NPXs foram submetidos a analise
polarimétrica. Vale destacar que o principio ativo desse medicamento deve estar presente na
forma enantioméricamente pura, assim a rotacao especifica esperada de acordo com Smith e
Rajanbabu (2009) deve ser [o] = +66,5 e de acordo com Rana e Singh (2011) deve ser
[a] =+65,5. Assim, foram preparadas solucdes dos (S)-NPXs em cloroféormio em cinco
concentragoes (1, 2, 3,4 ¢ 5 gmL") e com os valores das rotagdes especificas calculados, foi
plotado uma curva padrao para obtengdo da rotagdo especifica média a partir da linearizag¢do da

reta (Figura 40), sendo obtidos valores muito proximos daqueles reportados na literatura
(Tabela 4).

Tabela 4 — Rotagao especifica dos (S)-NPXs extraidos na forma neutra.

Medicamento [a] %9’6
Naxotec® +65,51
Flanax® +66,43
Naproxeno sodico® +65,38

Fonte: a autora.
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Figura 40 — Grafico das rotacdes observadas (&) versus concentragdo do (S)-NPX.
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Os (S)-NPXs foram analisados por CCD (Figura 41), sendo observado que os trés
farmacos apresentam o mesmo valor de Rr 0,36, outro indicativo de que os compostos sao o

(S)-NPX.

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

Condigoes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH (9,5:0,5) e revelado em camara UV em 254 nm.

Fonte: a autora.

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

majoritario com fr 11,2 min para os trés medicamentos (Figura 42).
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Figura 42 - CG-EM-IE dos (S)-NPXs (7a) (fr 11,1 min) (A: Naxotec®, B: Flanax® e

C: Naproxeno sodico®).
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Fonte: a autora.

Os sinais com fr 11,2 min (Figura 42) apresentaram o mesmo EM-IE (Figura 43). A
analise detalhada do EM permitiu observar o sinal referente ao ion molecular de m/z 230 (M™).
O pico base foi observado para m/z 185 e foi atribuido a elimina¢do do grupo *CO>H (45 u),
através da cisdo homolitica entre C1-C2 (Figura 44), sendo que o intermedidrio pode ter a
aromaticidade restabelecida por estruturas de ressondncia, o que corrobora a proposta da
intensidade do sinal. Na sequéncia, também foi observado um sinal de m/z 170, que esta de
acordo com a eliminagdo de *CH3 (15 u), ligada ao oxigénio aromatico, através de uma cisao
homolitica. De forma similar o sinal de m/z 215 pode ser justificado a partir da eliminagao da
metila, a partir do ion molecular. O sinal de m/z 141 pode ser justificado a partir do ion
molecular que perde a metila, seguido da eliminacao neutra de CH3CH,CO-H (74 u), através
de um rearranjo do tipo McLafferty (McLty) (Figura 44). Esses dados corroboram a proposta

do (S)-NPX.
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Figura 43 — EM-IE do (S5)-NPX.
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Figura 44 — Proposta de fragmentacao para o (S)-NPX.
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Fonte: a autora.

Adicionalmente, foram realizadas analises de RMN de 'H e de '*C das amostras dos (S)-
NPXs (7a) dos trés medicamentos (Figura 45-58) (Tabela 5) e comparados com dados da
literatura (Smith; Rajanbabu, 2009). Como os espectros dos trés compostos ((S)-NPX) foram
idénticos, sera descrito na sequéncia apenas os dados de RMN 'H e '*C de um dos (S)-NPXs

(Naxotec®).
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Na anélise dos espectros de RMN 'H de 7a (Tabela 5) (Figura 40), foi observado um
singleto em 6 3,91 (3H), atribuido ao H-1"" da metoxila, assim como um quadrupleto ¢ um
dubleto em 6 3,88 (1H, J=7,16 Hz) ¢ & 1,60 (3H, J= 7,16 Hz), atribuidos aos H-2 ¢ H-3,
respectivamente. Na regido de hidrogénios aromaticos foi observado um duplo dupleto em &
7,14 (1H, Jorto = 8,65 € Jmeta = 2,30 Hz) atribuido ao H-7’, cujas constantes de acoplamento
(Jmeta = 2,30 € Jorto = 8,65 Hz), indicam correlagdo com os sinais em 6 7,11 (1H, d, J= 2,30 Hz,
H-5")e & 7,70 (1H, d, J = 8,65 Hz, H-8’), respectivamente. Como o sinal em ¢ 7,70 integrou
para 2H, ele também foi atribuido ao dubleto referente ao H-4’, e através da analise da constante
de acoplamento foi possivel observar a correlagdo com o sinal em & 7,42 (1H, dd, Joro = 8,50 ¢
Jmeta = 1,72 Hz), referente ao H-3’. O singleto largo em 6 6,69 (1H, sl), atribuido ao H-1’,
corrobora a proposta da sobreposi¢ao dos sinais de H-8” ¢ H-4’. Na analise dos espectros de
RMN "BC de 7a (Tabela 5) (Figura 41) foram observados quatorze sinais, que foram
correlacionados com os hidrogénios através do mapa de contorno HSQC (Figura 53-55). O
sinal em 6 54,77 foi atribuido a metoxila (C-1"), o sinal em & 180,52 foi atribuido a carbonila
do acido carboxilico (C-1), e os sinais em 0 45,25 e 18,13 foram atribuidos aos carbonos C-2 e
C-3, respectivamente. Na regido de carbonos aromaticos foi visualizado dez sinais referentes
aos carbonos de C-1° a C-8a’, que foram atribuidos com o auxilio das correlagdes obtidas no
espectro de HSQC, além de dados da literatura (Smith; Rajanbabu, 2009). A analise do mapa
de contorno HSBC (Figura 56—58), permitiu observar as correlagdes entre hidrogénios a 2/ e >J
com os carbonos aromaticos incluindo aqueles ndo hidrogenados, sendo possivel correlacionar
os carbonos C-4a’ e C-8a' aos sinais em 6 133,83 e 128,91, respectivamente. Também foi
possivel observar a correlacdo entre o sinal 8 3,92 (H-1"") com o sinal em 6 157,73 (C-6), o
que permitiu estabelecer de maneira inequivoca a posi¢do da metoxila. A analise conjunta dos
espectros, juntamente com a comparacdo dos dados da literatura suportam a elucidacdo

estrutural do (S)-NPX (Smith; Rajanbabu, 2009).
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Tabela 5 — Dados de RMN de 'H e de *C para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCls.

(S)-NPX (Naxotec®)

(a autora) (Smith; Rajanbabu, 2009) (a autora)
Posi¢do du® 3¢ i 13C (100 MHz) 8¢
mult.’ (/ em Hz) mult.® (/ em Hz) 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

r 6,09 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’ 7,11d (2,30) 105,65 (CH) 7,11d (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’
17 391s 54,77 (CHs) 3925 55,30 (CH3) - H-1” -

aExperimentos de RMN realizados a 400 e 100 MHz para os nucleos de 'H e *C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8 em ppm) estabelecidos em relagdo ao padrio

interno TMS (81ms 0,00). PMultiplicidade: s (singleto); d (dupleto); dd (duplo dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto).

Fonte: a autora
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Figura 45 — Espectro de RMN 'H para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl; (400 MHz).

Fonte: a autora.
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Fonte: a autora.

Figura 46 — Ampliagdo do espectro de RMN 'H (8 1,40-1,75; & 3,70—4,10) para o (S)-NPX (Naxotec®).
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Fonte: a autora.

Figura 47 — Ampliagdo do espectro de RMN 'H (8 6,70—8,00) para o (S)-NPX (Naxotec®).
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Figura 48 — Espectro de RMN '3C para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl; (100 MHz).
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Fonte: a autora.
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Figura 49 — Espectro de RMN '3C/DEPT para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl; (100 MHz).

Fonte: a autora.
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Figura 50 — Mapa de contorno COSY para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCls.
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Figura 51 — Mapa de contorno COSY (5 1,3-4,2) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl;.
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Fonte: a autora.
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Figura 52 — Mapa de contorno COSY (5 7,0-8,0) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl;.
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Fonte: a autora.

Figura 53 — Mapa de contorno HSQC para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl; (400 MHz).
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Fonte: a autora.
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Figura 54 — Mapa de contorno HSQC (8 1,5-4,1) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl;,
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Fonte: a autora.
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Figura 55 — Mapa de contorno HSQC (5 7,0-8,0) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl;,
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Figura 56 — Mapa de contorno HSBC para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl;, (400 MHz)
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Figura 57 — Mapa de contorno HSBC (8 1,2—4,4) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl;,
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Figura 58 — Mapa de contorno HSBC (8 7,0-8,0) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl;,
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5.4 Racemizacao do (+)-(S)-NPX

Foram avaliadas reagdes para racemizacao de 7a em meio acido (Figura 59A) e em meio
basico (Figura 47B), conforme descrito no item 4.3.4. O mecanismo proposto para a reacao de
racemizagdo em meio acido se inicia com a protonagdo do oxigénio carbonilico do anidrido
acético e consequente ataque nucleofilico do oxigénio da carbonila do 4cido carboxilico (7a)
ao carbono do anidrido que sustenta o oxigénio protonado, forcando o rompimento da ligagao
7 (C=0) e migragao do par de elétrons para o oxigénio. Na sequéncia, alguma espécie, presente
no meio reacional, com carater basico captura o hidrogénio alfa a carbonila do carbono
assimétrico, promovendo a regeneracdo da carga formal neutra sobre o oxigénio através da
conjugacdo dos elétrons, que pertenciam a ligacdo *C—H. Nessa etapa o centro estereogénico
passa a formar uma dupla ligacdo (estrutura planar). A recomposicdo do carbono assimétrico,
a partir do ataque nucleofilico do alceno a um hidrogénio 4cido do meio reacional, possibilita
a formagao de uma nova ligagdo com hidrogénio, que pode ser por ambas as faces do carbono
sp” gerando o (rac)-NPX (Figura 47A). J4 0 mecanismo proposto para a reacdo de racemizagio
em meio basico tem inicio com o ataque nucledfilico do OH™ disponivel no meio reacional, ao
hidrogénio alfa do naproxeno sodico, que pode estabilizar a base conjugada através de um
sistema de ressonancia com o oxigénio da carbonila. Ao reestabelecer a dupla ligagao C=0, o
par de elétrons retorna para o carbono alfa possibilitando o ataque nucleofilico a uma molécula
de agua, presente no meio reacional, capturando um hidrogénio que pode ser adicionado ao

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

Figura 59 — Propostas de mecanismos para as reagdes de racemizacao do (S)-NPX em meio acido (A)

e basico (B).
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Fonte: a autora.
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Depois de 24 h de reagdo, os produtos foram recuperados através de extragdo liquido-
liquido, conforme descrito no item 4.2.4, sendo que a reagao em meio acido apresentou 80% de
rendimento e a reacdo em meio basico apresentou 88% de rendimento. Os produtos foram
inicialmente analisados por CCD, para avaliar se houve alguma mudang¢a indesejada na
estrutura de 7a. Como resultado, foi possivel observar os mesmos valores de R 0,75 (Figura

60), indicando que a estrutura ndo foi alterada.

Figura 60 — CCD dos produtos obtidos das reacdes de racemizagdo em meio acido (A), meio basico (B)

e do padrdo 7a (P).

Condigoes: FE: silica, FM: CH>Cl,:MeOH (9,5:0,5) e revelador: inspeg¢do em camara UV a 254 nm.

Fonte: a autora.
Na sequéncia, os produtos das reagdes em meio acido e basico foram submetidos a

analises por CLAE-IES-EM-(+), utilizando uma coluna de FE quiral (Figura 61) e CLAE-DAD,

para verificar a eficiéncia da racemizacdo de 7a para (rac)-NPX.

91



Figura 61 — CLAE do (S)-NPX (7a) (A) e dos produtos obtidos da racemiza¢do em meio acido (B) e

em meio basico (C).
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Condig¢des: Coluna Phenomenex® Lux celulose-4 (250 mm x 4,6 mm X 5 pum), método isocratico (80 min),

MeOH-HOACc 0,1% (60:40); C = 0,35 mg.mL™!, Fluxo = 0,4 mL.min™!, Viy = 4 uL, detector EM-IES-(+).

Fonte: a autora.

Os cromatogramas obtidos demonstram a presenga do 7a (fr 59,46 min) como produto

nas duas reagdes, porém apenas a reagao em meio acido demonstrou a presenca de outro

composto com #r 60,67 min. Os espectros de massas (Figura 63B), obtidos para ambos os picos

r 59,41 e 60,67 min (Figura 61B), foram idénticos aos observados para o padrdo de 7a (Figura

61A e 63A). Mesma observagao foi feita na analise dos espectros de UV-vis (Figura 64). Esses
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dados indicam que os produtos obtidos na reagdo em meio acido, resolvidos pela FE da coluna
quiral, sdo a mistura dos enantiomeros (S)-NPX e (R)-NPX e que a reagdo em meio basico nao
foi eficiente para a racemizagao.

No espectro de massas em alta resolucao do (S)-NPX (7a) (¢ 59,46 min) (Figuras 61 A
e 63A) foi possivel observar sinais referentes as moléculas protonada [M + H]" e sodiada
[M +Na]" em m/z 231,1023 ¢ 253,0849, calculados para Ci14H;sO3" 231,1016 (A 3,0 ppm) e
CisH1403Na" 253,0835 (A 5,5 ppm), respectivamente. Foi possivel observar ainda um
fragmento de m/z 185 que ¢ condizente com a saida 46u da molécula protonada (Figura 62).

Na analise dos espectros de UV-Vis (Figura 64) dos produtos da reacdo em meio acido
com fr 59,41 (A) e 60,67 min (B) (Figura 61B), foi possivel observar semelhanca nos espectros
onde a banda predominante apresentou maximo de absorbancia em A 230 nm. Estes dados

indicam que a reagdo para racemizacao foi eficiente.

Figura 62 — Proposta de fragmentacao para o (S)-NPX em IES.
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(COH, — OH, r\'\ -co
—_— \O+ —_—
-.oD '
H3CO H3CO H3CO

m/z 231,1016

m/z 185,0961

Fonte: a autora.
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Figura 63 — EM-IES-(+) de 7a fr 59,46 min (A); dos picos em & 59,41 (B) e em & 60,67 min (C),

produto da reacdo em meio acido; e do pico em #r 59,57 min (D), produto da reagdo em meio basico

(Figura 61).
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Figura 64 — UVs dos picos em fr 59,41 (A) e 60,67 min (B), do produto da reacdo para racemizacdo em
meio 4cido (Figura 61B).
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Fonte: a autora.
5.5 Preparacio dos ésteres de Mosher

5.5.1 Sintese e purificagdo dos ésteres de Mosher

Os ésteres de Mosher foram preparados seguindo a metodologia proposta no item 4.2.5

e esta de acordo com a reagdo de esterificagdo de Steglich, utilizada para derivatizagao de acidos

carboxilicos e alcoois (Neises; Steglich, 1978).

A reagdo 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 possivel observar
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uma nova mancha na cromatoplaca com Ry 0,72, quando revelada com ICIPt indicando a
formagao do produto esterificado, que tem Rf maior que aqueles do padrao de cassina (5) (Rr
0,49) e de 7a (Rr 0,19). E importante destacar que a mancha observada na CCD depois de
revelada com ICIPt, também foi observada quando foi feita a inspe¢do em camara com luz UV
254 nm, indicando a presenga de nitrogénio e grupo cromodforo na estrutura, respectivamente,

o que esta de acordo com o esperado para o produto da reagdo.

Figura 65 — CCDs da reagdo de esterificagdo de Steglich; 10 min (Ae A’), ,5h(BeB’),e6h(Ce
C’) de reagdo.

R: 0,72

R: 0,59

R 0,19

10 min de reagao 1,5 h de reacao 6 h de reagao

= R:0,72

— - Ri049

Condigoes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: cdmara com luz UV 254 nm (A, B
e C)eICIPt (A’,B’ e C°).

Fonte: A autora
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A reagdo foi finalizada com a adicdo de uma solugdo de Na;COs@q) (30,0 mL) e
submetida a extra¢do liquido-liquido com CH>Cl> (5 % 25,0 mL). As fases orgénicas foram

agrupadas, o solvente removido por destilacdo e o produto analisado por CCD (Figura 65).

Figura 65 — CCD do produto da reacdo de esterificacdo.

& ~ ross

Nota: 5: (—)-cassina, 7a: (S)-NPX, R: reagdo, 26: EDC e 27: DMAP.
Condic¢oes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: cdmara com luz UV 254 nm e
ICIPt, respectivamente.

Fonte: A autora

O produto obtido da reacdo de esterificagdao (99,7 mg) foi submetido a CC (IMC4),
utilizando como fase estacionaria silica flash (14,2 g, 24,5 x 1,5 cm d.i.) e como fase mével um
gradiente de solventes que iniciou com hexano:CH>Cl2:NH4OH (10:0:0,5) e finalizou com
CH2Cl:MeOH:NH4OH (0:10:0,5). As fragdes coletadas (100) foram analisadas por CCD e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Rt (Figura 67), resultando nas fragdes
IMC4-F 166 (10,8 mg), IMC4-Fs7.60 (53,0 mg), IMC4-F70.77 (12,8 mg), IMC4-F73.81 (17,5 mg),
e IMC4-Fg2-100 (5,5 mg).
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Figura 67 — CCD das fragﬁes IMC4-F146, IMC4-F6749, IMC4-F70777, IMC4-F73731, (] IMC4-F327100 €
controles (5, 7a, ¢ 27).

Nota: A: IMC4-Fi_¢s; B: IMC4-Fe7-60; C: IMC4-F70-77; D: IMC4-F73 31; E: IMC4-Fg>-100; F: (—)-cassina (5),
G: DMAP (27), H: (S)-NPX (7a)

Condig¢oes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: cdmara com luz UV 254 nm e
ICIPt, respectivamente.

Fonte: a autora.

A fragdo IMC4-Fe7-69 que apresentou resultado positivo na analise por CCD utilizando
ICIPt e que absorveu luz a 254 nm na camara de UV-Vis, foram analisadas por CLAE-EM-IES-
(+) (Figura 68).

Figura 68 — CLAE-EM-IES-(+) da fragdo IMC4-Fs7_¢9.

<106 +ESI BPC Scan Frag=175,0V IMC4-F67-69_1000x.d

8,78 1

2,25

Coths vs. chuisitic?n Time Er(r)ﬂn) " 12 13 14 15 16

Condicdes: Coluna Agilent® Poroshell C18 (100 mm X 3 mm x 2,7 pum), gradiente (17 min), 10-98%
de MeOH-HOACc 0,1% (0—10 min) e em seguida 98—100% de MeOH-HOAc 0,1% (10-17 min); C=0,10 mg.mL"
!, Vinj. = 1,0 pL, fluxo = 1,0 mL.min".

Fonte: a autora.
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Os sinais observados no cromatograma (Figura 68), com % 6,75 ¢ 8,78 min,
apresentaram EM-IES-(+) em alta resolugdo (Figura 69), compativeis com as moléculas
protonadas [M + H]" de 5 (m/z 298,2730) e 28 (m/z 510,3606), calculadas para CisH3cNO2"
298,2733 (A 1,0 ppm) e C3HasNO4" 510,3604 (A —0,39 ppm), respectivamente. Estes dados

corroboram a proposta de sintese do éster de Mosher.

Figura 69 — EM-IES-(+) dos produtos (5 (#r 6,75 min) e 28 (zz 8,78 min)) observados na fragdo
IMC4-Fs7-60 (Figura 67).

x106/| R 6,75 min
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4 O
0.8 o ”'h(,. %J\
H3C N n CH3
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0,4
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105 9625 SIT)M6 \ 214 0883 279. 1578
O bl . 1l l Ll b N |

60 80 100 120 16%untg6\93 M1asst to%ﬁargg%%/z)24o 260 280 300

. OCH,
x10 6, tr 8,78 min
[M+ H]

2. e O *510.3604

1 !5 1 O (e]
o]
1. HaC N\ p o,
H
0’5 i 28: (S)-NPX—(?)-cassina
. 145.0162 536 o712 30 |1397 |

100 150 2003, 280s. A 1o-CRlrge (i) 450 500 550

Fonte: a autora.

A reagdo foi repetida utilizando a mistura racémica do naproxeno (7a ¢ 7b) com o
cloridrato da cassina (24). Foi mantida por 8 h, finalizada com a adi¢do de 30,0 mL de
Na2CO3(aq), € submetida a extragdo liquido-liquido com CH2Clz (5 % 25,0 mL). O produto obtido
(168,5 mg) foi submetido a CC (IMCS5), utilizando como fase estacionaria silica flash
(15¢g,26,0 x1,5cmd.i) e como fase movel um gradiente de solventes que iniciou com

hexano:CH>Cl>:NH4OH (10:0:0,5) e finalizou com CH>Cl,:MeOH:NH4OH (0:10:0,5). As
99



fragdes coletadas (65) foram analisadas por CCD e reagrupadas de acordo com a similaridade
dos valores de Ry (Figura 70), resultando nas fragdes IMC5-Fi35 (5,0 mg), IMC5-F36-39
(87,3 mg), IMCS5-F40-57 (4,2 mg), IMC5-Fss 61 (30,0 mg), e IMC5-Fe2-65 (34,0 mg). As fragcdes
que apresentaram resultado positivo, tanto para luz UV 254 quanto para ICIPt, indicam a

presenca dos ésteres e foram analisados por CLAE-EM-IES-(+) (Figura 71).

Figura 70 — CCD das fragdes IMC5-F 35, IMC5-F36-39, IMC5-F49-57, IMC5-Fsg61, € IMC5-Fgy65 €
controles (5, 7a, ¢ 27).

Nota: A: IMC5-Fi35; B: IMCS5-F36; C: IMCS5-F37; D: IMC5-F35; E: IMCS-F39; F: IMCS5-Fao.57; G: IMC5-Fsg.61;
H: IMCS5-Fe2¢s.

Condig¢oes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: cdmara com luz UV 254 nm e
ICIPt, respectivamente.

Fonte: a autora.
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Figura 71 — CLAE-EM-IES-(+) das fragoes IMC5-F36 (A), IMCS5-F37(B), IMC5-F33(C) e IMC5-F39 (D).
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Condicdes: Coluna Agilent® Poroshell C18 (100 mm x 3 mm x 2,7 pum), gradiente (17 min), 10-98%
de MeOH-HOACc 0,1% (0—10 min) e em seguida 98—-100% de MeOH-HOAc 0,1% (10-17 min); C= 1,0 pg.mL"
!, Vini. = 1,0 pL, fluxo = 1,0 mL.min"!.

Nota: Os picos marcados com asteriscos (*) representam contaminantes presentes do solvente.

Fonte: a autora.
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Os sinais (#r 8,70 e 8,80 min) observados nos cromatogramas (Figura 71), apresentaram
EM-IES-(+) em alta resolugdo (Figura 72), compativeis com as moléculas protonadas [M + H]"
de 30 (m/z 510,3606) e 32 (m/z 510,3606), calculadas para C3:HasNO4" 510,3558 (A —9,4 ppm)
e C3HasNO4" 510,3562 (A —8,6 ppm), respectivamente. Estes dados evidenciam a formagio

dos ésteres de Mosher (NPX—cassina).

Figura 72 — EM-IES-(+) dos produtos com # 8,70 e 8,80 min, observados nas fracdes IMC5-Fs¢, F7,
Fige Fao (Figura 70).
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Fonte: a autora.

A fracdo 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
diasteredmeros ((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 visualizacdo das manchas foi feita utilizando cAmara com luz UV 254 nm.
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Figura 73 — CCD da fracdo IMC5-F36 e controles (7a e 5); desenvolvimento da CCD 1 vez (A), 2 vezes
(B), 3 vezes (C), 4 vezes (D e E).

Ta F3 § Ta Fi¢ 5§ 7a Fis 5§ Ta Fis § Ta Fi 5§

Condigoes: FE: silica, FM: hexano:acetato de etila:NH4OH (6:4:0,3) e revelador: camara com luz UV 254 nm (A,
B, Ce D) ¢ ICIPt (E).

Fonte: a autora.

Figura 74 — CCDP da fragdo IMC5-F36 (A) e CCD das fragdes coletadas (B e C).

Condicdes: FE: silica, FM: hexano:AcOEt:NH4OH (6:4:0,3) e revelador: cdmara com luz UV 254 nm (A e B) e
ICIPt (C).

Fonte: a autora.

As informagdes obtidas corroboram para a formagao e separagdo dos diastereoisdmeros
28 e 30, sendo possivel aplicar os ésteres a analises de RMN 'H com o intuito de determinar a
estereoquimica absoluta do C-3 do anel piperidinico e a partir de dados de estereoquimica
relativa, obtidos a partir das contantes de acoplamento e experimento de NOESY, estabelecer

a estereoquimica absoluta dos demais centros estereogénicos (C-4 e C-2).
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5.5.2 Proposta de mecanismo para a sintese dos ésteres de Mosher

O mecanismo proposto para a reagdo tem inicio com o ataque nucleofilico do oxigénio
da carbonila do acido carboxilico do respectivo NPX(7a/7b) no carbono eletrofilico do EDC
(26), que atua como um agente de acoplamento (Figura 75). Na sequéncia, ha uma transferéncia
de hidrogénio intramolecular, seguida do ataque nucleofilico do DMAP (27) sobre a carbonila
do éster intermediario, tornando o RDQ um eletrofilo mais potente. Em seguida, os grupos
hidroxila de 24 e 25 atuam como nucledfilos atacando a carbonila do eletréfilo e liberando o
catalisador (26), por ser um bom grupo abandonador. Nesse ponto, ja ¢ possivel observar a
formagao do éster de Mosher, porém protonado. Na sequéncia, reacdes de equilibrio acido-base
desprotonam a espécie levando a obtencao dos ésteres (S)-NPX-(?)-cassina (28), 29, 30 ¢ 31
(Figura 75).
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Figura 75 — Proposta de mecanismo para obtencao dos ésteres de Mosher 28, 29, 30 e 31.
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Fonte: A autora

5.6 Estudo computacional dinimica molecular

Com objetivo de compreender as conformagdes de menor energia dos ésteres de Mosher
formados, foram realizados calculos computacionais envolvendo dindmica molecular de
DMBO. Tal estudo se faz necessario, visto que, a determinacao da estereoquimica baseada em
analises de RMN, sdo dependentes da conforma¢do adquirida pelo produto derivado. Em
primeira instancia, foi avaliado o equilibrio barco-cadeira do ciclohexano, bem como o
equilibrio equatorial-axial dos substituintes do anel, visto que com a adi¢do do 7 poderia ter
acarretado mudancas na estabilidade da molécula. De acordo com os parametros de Cremer e

Pople modificado, a somatoria de angulo diedrais internos do anel piperidinico, deve ser
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proximo a 0°, o que indicaré que o equilibrio do ciclohexano esta deslocado para a conformagao
cadeira. Sabendo que o solvente altera a estabilidade da molécula foi realizado as anélises em
cloroférmio, vacuo e metanol, obtendo valores de angulo interno entre 0,034-0,045°, indicando
a permanéncia do anel em sua conformagao cadeira.

De maneira semelhante, foram realizados calculos para avaliar a posicdo
axial/equatorial dos substituintes do anel piperidinico. Os valores dos angulos diedros
(Q, B e L) (Figura 76), que estiverem proximos a 60° indicam que o substituinte esta na posi¢ao
axial, valores proximos a 180° indicam que o substituinte estd na posi¢do equatorial. Essa
analise foi realizada com os dois conférmeros possiveis (Figura 76) para estabelecer as posigdes
relativas do CH3 (C-2), ONPX (C-3) e cadeia alifatica (R) (C-6), mantendo a estereoquimica,
como a apresentada pela literatura, na qual todos os substituintes estdo cis. Para isso, a molécula
foi desenhada nos angulos (iniciais) condizentes com o conformero “A” (Figura 76A), ¢ em
seguida, submetida a otimizacao de energia pelo programa xTB. Ao final da analise, foi possivel
avaliar os angulos (final) de maior estabilidade do conférmero “A” (Tabela 6). A metodologia

foi repetida para o conférmero “B” (Figura 76B).

Tabela 6 — Valores obtidos nos célculos computacionais em estudos relativos ao equilibrio equatorial e

axial dos substituintes dos ésteres de Mosher obtidos.

Conformero “A” Conformero “B”
Substituintes
Inicial Final Inicial Final
Q (CH3) 172,8° (A1) —177,93° 52,9° (By) 100,47°
B (ONPX) 52,9° (A2) 65,27° 172,8° (B2) 163,15°
A (R = cadeia alifatica) 172,8° (A3) 179,24° 52,9  (B3) -102,70°

Observagodes: Em todas as analises foi obtido um desvio padrao < 0,98°.
Nota: Al, A2, A3, B1, B2 ¢ B3 (Figura 76).

Fonte: a autora.
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Figura 76 — Angulos diedros responséveis pelas conformagdes axiais-equatoriais do conférmero “A”
(A) e do conformero “B” (B).
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Fonte: a autora.
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Como resultado, foi possivel observar que a cadeia alifatica e a metila se mantiveram
na posi¢ao equatorial (Figura 76A). O substituinte ONPX foi mantido em axial, concluindo que
a esterificagdo, conexao do NPX em 5 ndo gerou diferenga significativa na conformacgao do
anel piperidinico do composto original. Outra informacao relevante pode ser obtida através dos
calculos, indicando que mesmo que a cadeia alifatica e metila estivessem na posi¢ao axial como
primeira posi¢do, a conformacao nao se mantém estavel e migra para angulos maiores,
proximos da conformag@o equatorial. Em concordancia, também foram obtidas as energias
totais de cada conférmero, obtendo um resultado de energia livre de Gibs (AG) de
—-291,74 x 10° kJ.mol™! para a conformagdo “A”, com um AAG = 40 kJ.mol~' em relagdo ao
conformero “B”, indicando que A ¢ o conférmero mais estavel. Através dos calculos da
constante de equilibrio (k) foi possivel concluir que a conformagdo “A” é 2,72 vezes mais

estavel que a conformacao “B”, sendo os calculos realizados com base na féormula:

AAGequatorialaxial — PT % In k

Nota: AAGeuaterial axial — diferenca das energias livre de Gibs entre equatorial e axial; T = temperatura

(K); R = constante universal dos gases perfeitos (J.mol™' . K™).

O proximo estudo tedrico foi realizado objetivando determinar o valor do angulo diedro
entre o oxigénio da carbonila do éster e o hidrogénio do *C-3 do alcaloide, nomeado como I1
(Figura 77). A analise demonstrou um angulo de I'T= 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 € IT~= 0° (Seco et al., 2015).
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Figura 77 — Representa¢do tridimensional do angulo diedro entre o oxigénio da carbonila do éster e o

hidrogénio do *C-3 do alcaloide.

Fonte: a autora.

De forma semelhante, foram realizados estudos para determinar o valor do angulo A
(Figura 78), sendo necessario um valor préximo de 0°, resultando em uma conformagao

sinperiplanar (sp), ou um valor proximo a 180° para uma conformacao antiperiplanar (ap).
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Figura 78 — Representagdo tridimensional e na proje¢do de Newman, do angulo diedro entre o

hidrogénio do *C do naproxeno (o) e do hidrogénio do *C-3 do alcaloide (a’).
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Fonte: a autora.

Como resultado, foi visualizado que o conféormero de menor energia, sendo o de maior
abundancia e mais estavel ¢ o (ap), estando em concordancia com os dados reportados na
literatura por BtaSewska et al. em 2007.

Por fim, foi avaliada a posi¢do dos anéis aromaticos em relagdo ao anel piperidinico.
Tal analise se faz necessaria para determinar se os efeitos de anisotropia magnética do grupo
naftil sdo de prote¢do (Figura 79A) ou desprote¢do (Figura 79B), provenientes do campo
magnético formado pelo fluxo de elétrons aromaticos que dependendo da posi¢do podem gerar
uma interacao construtiva ou destrutiva com o campo magnético externo da analise de RMN.
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Para a determinagdo, foi utilizado o valor médio dos angulos diedros marcados, sendo o efeito
de protecao gerado pelos angulos proximos a + 180° ou 0°, e os efeitos de desproteg¢ao gerados

pelos angulos proximos a + 90°.

Figura 79 — Representagdo tridimensional do éster, demonstrando a posicdo tedrica do grupo naftil

gerando (A) protecdo e (B) desprotecdo dos ligantes do anel piperidinico.

(A)

(B)

Fonte: a autora.
Os resultados mostraram que o estado de menor energia da molécula em relagdo a

posi¢ao do grupo naftil ¢ mais proximo a Figura 76A, com angulos 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.
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Os estudos computacionais realizados permitiram determinar a conformagao tedrica de
menor energia para o éster (S)-naproxeno-cassina (28) (Figura 81A) e para o éster

(R)-naproxeno-cassina (30) (Figura 81B).

Figura 81 — Representacdo tridimensional dos ésteres 28 (A) e 30 (B).

(A)

(B)

Fonte: a autora.
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6. CONCLUSAO

Os homologos (—)-cassina (5) e (—)-espectalina (6a), metabolitos especiais majoritarios
de Senna spectabilis, sao alcaloides piperidinicos quirais de comprovada atividade bioldgica.
Para isolamento de 5 e 6, houve a necessidade do uso de CLAE-ELSD, devido a pequena
diferenca estrutural de duas unidades de CH» e a auséncia de grupos croméforos nas moléculas.

A extragdo do (+)-(S)-NPX (7a) a partir de fairmacos comercialmente vendidos, se
mostrou uma alternativa economicamente viavel para obtencdo de um RDQ
enantioméricamente puro, tendo beneficios quando comparados com RDQ’s convencionais. A
técnica CLAE-EM-IES-(+), com o uso de colunas quirais, se mostrou importante para
demonstrar a eficacia racemizagdo do 7a, sendo a obtengdo do 7b realizada através da
racemizac¢ao em meio acido.

A obtencao dos ésteres de Mosher, baseando na reacao de esterificacdo de Steglich, se
mostrou eficiente, sendo possivel obter os ésteres isolados com técnicas simples como CC ¢
CCDP. As fragoes enriquecidas com os ésteres foram identificadas por CCD, tendo as manchas
na cromatoplaca indicadas por ICIPt, revelador especifico para alcaloides e por detectores
UV-VIS, pela presenca do grupo naftil na estrutura.

Os calculos tedricos realizados por meio de DMBO, na determinagado das conformagdes
dos ésteres de interesse, se demonstraram eficientes, demonstrando a permanéncia da cadeia
lateral alifatica em equatorial, bem como o efeito de protecao do grupo naftil do naproxeno e a
conformacdo mais estdvel em ap. Com a obtencao dos ésteres e os estudos realizados quanto
estabilidade conformacional, ¢ ressaltado a viabilidade da metodologia desenvolvida, sendo
possivel determinar a estereoquimica absoluta e relativa dos alcaloides 5 e 6a, por analises de

RMN, utilizando a técnica da dupla derivatizacdo quiral, aplicando como RDQ, o 7a.
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