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RESUMO

Senna spectabilis pertence a familia Fabaceae, popularmente conhecida como céssia, cassia do
nordeste e fedegoso. E uma arvore comumente utilizada na arborizagdo de centros urbanos e
no ambito da quimica de produtos naturais € uma fonte importante de metabolitos especiais,
principalmente os alcaloides piperidinicos majoritarios: (—)-cassina e (—)-espectalina. Esses
compostos tém despertado o interesse cientifico em razdo da comprovada inibi¢do da
acetilcolinesterase, enzima relacionada a doenga de Alzheimer. Existem relatos na literatura
sobre a presenca de epimeros da (—)-cassina e (—)-espectalina no C-6 do nucleo piperidinico,
chamados de 6-iso-cassina e 6-iso-espectalina. O interesse nestes diastereOmeros ganha
destaque devido as alteragdes da estereoquimica que resultam em propriedades fisico-quimicas
diferentes e possivelmente podem alterar as propriedades biologicas. Dessa forma, os objetivos
deste trabalho visam ampliar o conhecimento sobre os alcaloides piperidinicos presentes em
S. spectabilis, sendo este estudo direcionado para o isolamento e identificacdo dos metabolitos
minoritarios, utilizando técnicas cromatograficas, como a cromatografia em camada delgada
(CCD), a cromatografia em coluna (CC), a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)
e a cromatografia a gas com detector de ionizagdo em chama (CG-DIC). Assim, estes
compostos foram isolados e as estruturas determinadas por espectrometria de massas (EM) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H (RMN 'H). Dessa forma, S. spectabilis
provou ser uma fonte importante de metabodlitos especiais, cuja separagdo necessitou da
utilizagao de técnicas modernas como a CLAE-EM e CG-DIC. Assim, estes diastereOmeros e
homologos constituem a base para futuros estudos voltados para a determinagdo da
estereoquimica absoluta dos centros estereogé€nicos, assim como para avaliagdo bioldgica e

compreensdo dos mecanismos de agao.

Palavras-chave: Senna spectabilis, alcaloides piperidinicos, epimeros, espectrometria de

massas.



ABSTRACT

Senna spectabilis belongs to the Fabaceae family and is popularly known as cassia. This species
is widely used in urban landscaping and is considered an important source of specialized
metabolites, particularly the major piperidine alkaloids (—)-cassine and (—)-spectaline. These
compounds have attracted scientific interest due to their acetylcholinesterase inhibitory
activity, an enzyme associated with Alzheimer’s disease. Previous studies have reported the
occurrence of epimers of (—)-cassine and (—)-spectaline at C-6 of the piperidine ring, known as
6-iso-cassine and 6-iso-spectaline. The investigation of these diastereomers is relevant because
changes in stereochemistry may result in different physicochemical properties and potentially
affect their biological activities. Therefore, this study aimed to expand the knowledge of the
piperidine alkaloids present in S. spectabilis, focusing on the isolation and identification of
minor metabolites. Chromatographic techniques, including thin-layer chromatography (TLC),
column chromatography (CC), high-performance liquid chromatography (HPLC), and gas
chromatography with flame ionization detection (GC-FID), were employed for the separation
of the compounds. The isolated metabolites were identified by mass spectrometry (MS) and 'H
nuclear magnetic resonance spectroscopy ('H NMR). The results demonstrated that
S. spectabilis is an important source of specialized metabolites, whose separation required the
application of advanced analytical techniques, particularly HPLC-MS and GC-FID. The
isolated diastereomers and homologues provide a basis for future studies aimed at determining
the absolute stereochemistry of their stereogenic centers, as well as evaluating their biological

activities and elucidating their mechanisms of action.

Keywords: Senna spectabilis, piperidine alkaloids, epimers, mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais (PN) sdo a classe de compostos produzidos por seres vivos, tais
como: plantas, animais e microrganismos. O uso de produtos naturais (PN) esta atrelado aos
primoérdios da humanidade, sendo indispensavel, do ponto de vista nutricional, medicinal e
tecnologico, desde o consumo de plantas e outros recursos na era paleolitica pelos hominideos.
O que pode ser constatado na alimentacdo, sendo que grande parte era a base de plantas e fica
evidenciado pelo desgaste nos dentes de fosseis, provocado por materiais vegetais cobertos de
graos, € em equipamentos de caca onde foi observada a presenga de fibras e madeiras em
ferramentas de pedra (Harmand, et al., 2015). Além disso, a quimica de produtos naturais
(QPN) também estd interligada ao progresso da quimica medicinal, sendo recorrente a citagao
de diversas plantas com potencial medicinal, de onde foram isolados compostos que serviram
como inspiragdo para desenvolvimento de fArmacos ao longo de milhares de anos. Como por
exemplo, o extrato do caule de Ephedra (Ephedraceae), em que muitas espécies apresentam os
alcaloides efedrina (1) e (—)-pseudoefedrina (2), utilizado na medicina chinesa ha mais de 5000
anos e, atualmente, na industria farmacéutica como principio ativo de estimulantes e

descongestionantes, respectivamente (Firmo et. al., 2011; Caveney et al., 2001) (Figura 1).

Figura 1 - Produtos naturais utilizados a milénios antes de Cristo que sdo comercializados atualmente.
| OH

ZT

CH3
CHs
efedrina (1)

OH

pseudoefedrina (2)

Fonte: Foto adaptado de animalia-life.club (2023) e estruturas desenhadas pelo proprio autor.

As antigas civilizagdes utilizavam da flora local como fonte de alimento e, muitas vezes,
como remédios com o objetivo de curar doengas e alivio da dor (Monteiro; Brandelli, 2017).
Um dos relatos mais antigos sobre a utilizacdo de plantas, com fins terapéuticos, datam de

2600 a.C. pelos mesopotamicos que utilizavam o alcaguz (Glycyrrhiza glabra) (Figura 2A),
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para o tratamento de problemas respiratorios, e a papoula (Papaver somniferum) (Figura 2B),

utilizada como sedativo (Newman et al., 2000).

Figura 2 - Alcaguz (A) e papoula (B), plantas medicinais utilizadas pela civilizacdo mesopotamica.

VTR
)

Fonte: Adaptado de Medicina Natural (2018) e Agro 2.0 (2020).

Apesar de se tratar de uma pratica milenar, como visto, as plantas medicinais sdo
consideradas fontes diretas para o tratamento de doencas e da satde, principalmente em paises
em desenvolvimento, o que reforca a necessidade e importancia do aprofundamento nos
estudos dos PNs (Sharma; Kumar, 2011; Rosa et al., 2011). Ao longo do tempo, o
conhecimento popular sobre os PN foi transmitido entre as geracdes, avancando em paralelo
com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, e alavancando também a quimica medicinal.
Um exemplo de grande relevancia cientifica ¢ a penicilina (3) (Figura 3), descoberta pelo
cientista britanico Alexander Fleming, representa um marco na historia da ciéncia, inaugurando
a era dos antibidticos. Essa descoberta foi responsédvel por diminuir expressivamente o nimero
de mortes causadas por doengas infecciosas, mantendo, ainda hoje, sua relevancia cientifica,
servindo de inspiragdo para o desenvolvimento de novos farmacos (Calixto; Cavalheiro, 2012).
Entretanto, o uso de PNs, de forma inconsequente, também pode resultar em maleficios para a
saude humana, como casos de envenenamentos. A morte de Socrates, ¢ um exemplo desse uso,
cuja descricao dos sintomas, relata efeitos provocados pelo alcaloide coniina (4) (Figura 3),
encontrado em plantas do género Conium maculatum. Este metabdlito atua como um
bloqueador neuromuscular, levando a paralisia e consequentemente a morte (Fiamoncini;

Demarque; Crnkovic, 2023).

12



Figura 3 - PNs de grande relevancia historica.

H
N
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Fonte: Autor.

No Brasil, a utilizag@o de plantas no tratamento de doengas ¢ marcada pela influéncia da
cultura africana e indigena. A historia indica que os escravizados vindos do continente africano
portavam plantas medicinais que utilizavam para cura das suas enfermidades e nos rituais
religiosos. A miscigena¢do do povo brasileiro, tanto pessoal quanto cultural, contribuiu para
aumentar o conhecimento das plantas medicinais ao longo dos anos, resultando posteriormente
em estudos mais bem direcionados, chamados de etnodirigidos (Pinto et al., 2017). Era comum
entre os indigenas utilizar da biodiversidade local em beneficio proprio, sendo os
conhecimentos das ervas locais transmitidos através das geragdes e nesses ciclos os
conhecimentos eram ampliados e aprimorados (Nogueira; Montanari; Donnicci, 2009).

Além da finalidade terapéutica, os PNs marcaram a época da colonizag¢do portuguesa ao
evidenciar o potencial econdmico e quimico de especiarias e corantes
(Viegas Junior; Bolzani; Barreiro, 2006). Um exemplo ¢ o pigmento avermelhado extraido do
pau-brasil (Cesalpinia echinata), utilizado no tingimento de roupas e como tinta para escrever.
A brazilina (5) (Figura 4), um derivado catecolico, foi extraida do lenho do pau-brasil, que
facilmente se oxida a brazileina (6) (Figura 4) quando exposta ao ar e¢ a luz

(Viegas Junior; Bolzani; Barreiro, 2006).

Figura 4 - Brazilina, extraida do pau-brasil, ¢ seu produto de oxidagao brazileina.

OH OH
H
HO HO
O O
HO 0
OH OH
brazilina (5) brazileina (6)

Fonte: Autor.
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A diversidade estrutural presente nos PNs chama a atencdo, acima de tudo, pelas
diferentes atividades bioldgicas, que estao relacionadas com a atuagdo destes compostos sobre
enzimas e proteinas através de ligacdes quimicas especificas (Khokon et al., 2011,
Katz et al., 2015). De forma geral, o metabolismo dos seres vivos pode ser classificado em
metabolismo primario, também chamado de metabolismo central, altamente conservador, e
metabolismo especializado, também chamado de metabolismo secundario, que produz uma
grande diversidade de compostos em diferentes niveis de espécie, orgaos, tecidos e células
(Pott, et al., 2019). Vallarino e colaboradores (2018) comprovaram através de experimentos
que morangos cultivados em ambiente doméstico apresentaram desregulagao geral dos
metabolitos especiais quando comparado a morangos selvagens, enquanto os metabolitos
primarios foram mantidos, comprovando a complexa regularizagdo que essa classe de
compostos estd sujeita. Os metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos produzidos pelas
plantas, microrganismos (fungos e bactérias) e animais, através de reagdes enzimaticas,
visando a adaptagdo, atragdo de polinizadores para reproducao, protecdo etc. (Monteiro;
Brandelli, 2017). J& os compostos oriundos do metabolismo primdrio, estdo presentes de
maneira universal nos seres vivos, fazem parte as macromoléculas como carboidratos,
proteinas, lipideos, acidos nucleicos e, no caso das células vegetais, a clorofila (Monteiro;
Brandelli, 2017).

Diferente do metabolismo primario, o metabolismo secundario consiste em
micromoléculas, geralmente produzidas em pequena escala, que se caracterizam como
elementos de diferenciagdo e especializagdo, que ndo sdo necessariamente vitais para o
organismo. Entretanto, estas substancias desempenham um papel importante na interacao das
plantas com o meio ambiente como reguladores de defesa, de crescimento e desenvolvimento,
e em conjunto a outros fatores, podem gerar vantagens competitivas e adaptativas, como
facilitadores de absor¢cdo de micronutrientes (Erb, M.; Kliebenstein D. J. 2020). Foi através
dessa observacao que as plantas passaram a despertar o interesse humano, visando a exploragado
dos metabdlitos especiais com potencial farmacoldgico. Ainda dentro do contexto da quimica
dos PNs, o metabolismo especializado também pode ser classificado quanto as caracteristicas
estruturais dos metabolitos produzidos e pelas rotas sintéticas, tais como terpenoides,
compostos fenolicos e compostos nitrogenados, também chamados de alcaloides

(Fiamoncini; Demarque; Crnkovic, 2023; Ziegler ; Facchini, 2008).
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1.1. Alcaloides

Os alcaloides constituem um importante e complexo grupo de compostos nitrogenados,
comumente encontrados nas plantas atuando no sistema de defesa, apresentam importantes
atividades biologicas, atuando principalmente sobre o sistema nervoso central (SNC)
(Kursinszki; Ludéanyi; Szoke, 2008), como por exemplo a morfina (7), a teofilina (8) e a

capsaicina (9) (Figura 5).

Figura 5 - Alcaloides com agdo sobre o SNC.

I
OYN
[T
H3C/ N
H
0}
morfina (7) teofilina (8)
)
H3C OCH3
MN
H
CHj

OH
capsaicina (9)

Fonte: Autor.

Os alcaloides sao um grupo diverso, tanto do ponto de vista estrutural quanto em
aplicagdes bioldgicas, tais como: antimalarica (Pivatto ef al., 2014), anticancer (Marques;
Lopes, 2015), antiarritmica (Alvarez; Vassort, 2010), vasodilatadora, analgésica e estimulante
(Fiamoncini; Demarque; Crnkovic, 2023). A versatilidade dessa classe de metabolitos ¢
evidenciada pelo uso de diferentes extratos vegetais na medicina tradicional, pelos raizeiros,
comunidades quilombolas ou xamas/pajés (povos originarios) (Nogueira, Montanari,
Donnicci, 2009). Do ponto de vista académico, os pesquisadores tém investido na busca por
novas estruturas moleculares que possam ser utilizadas como medicamentos ou como
inspiracao para o desenvolvimento de novos farmacos (Albuquerque; Hanazaki, 2006).

Sob a perspectiva da descoberta e desenvolvimento de novos fitofArmacos nitrogenados,
o estudo das rotas biossintéticas e seus mecanismos, pode auxiliar na compreensdo do potencial

de agdo destes compostos. Sendo uma classe diversa, os alcaloides sdo compostos com
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caracteristica basicas e podem ser classificados de acordo com a rota em que sao produzidos:
alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides. Os alcaloides verdadeiros sao
compostos que tem origem biossintética nos aminoacidos, como a fenilalanina (10), a ornitina
(11), a lisina (12), a tirosina (13), o triptofano (14) e a histidina (15) (Figura 6), apresentam ao
menos um anel heterociclico com um atomo de nitrogénio, como por exemplo a morfina (7).
Os protoalcaloides também sdao compostos nitrogenados, derivados de aminoacidos, no
entanto, o nitrogénio ndo estd inserido em um anel heterociclico. O composto 9 ¢ um exemplo
dessa classe. Ja os pseudoalcaloides sdo compostos nitrogenados, porém o nitrogénio, nao €
derivado diretamente de aminoacidos, sendo oriundo de etapas biossintéticas como a
transaminacao. Um exemplo ¢ o composto 8, que ¢ obtido através de vias biossintéticas
alternativas, nesse caso através do metabolismo das purinas (ou metilxantinas) (Figura 5)

(Alves; Bragagnolo, 2002).

Figura 6 - Principais aminoacidos que fazem parte das vias biossintéticas dos alcaloides verdadeiros.

(e} 0 (0]
HoN
MOH HzN/\/ﬁ)j\OH \/\/\H‘\OH
NH, NH, NH,

(L)-fenilalanina (10) (L)-ornitina (11) (L)-lisina (12)
Q O O
OH OH </N OH
NH, I I
HO HN NH HN NH
(L)-tirosina (13) (L)-triptofano (14) (L)-histidina (15)

Fonte: Autor.

No Brasil (século XIX), um marco na historia da QPNs foi o primeiro isolamento do
alcaloide pereirina (16) (Figura 7), relatado pelo farmacéutico brasileiro Ezequiel Corréa dos
Santos, a partir das cascas do pau-pereira (Geissospermum vellosii sin. G. laeve)
(Almeida et al., 2009). O extrato da planta ja era conhecido e utilizado na medicina popular e
por indigenas no tratamento principalmente da febre amarela, tonturas e disturbios digestivos.
Era feito um preparado aquoso a partir da fervura das cascas da planta, que era utilizado no

banho de pacientes (Almeida et al., 2009).
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A producao de alcaloides nao se restringe as plantas, também sao produzidos por fungos,
bactérias e animais (Cechinel Filho; Zanchett, 2020). A epibatidina (17) (Figura 7) ¢ um
exemplo de substancia encontrada na pele de um sapo (Epipedobates tricolor), endémico da
regido Amazonica, principalmente no Equador, com potente acdo analgésica
(Cechinel Filho; Zanchett, 2020). Este composto foi usado como modelo para a obtencao de
analogos mais potentes que a morfina, como a tebaniclina (18) (Figura 7), entretanto, seus
efeitos gastrointestinais adversos impediram a continuidade dos estudos (Cechinel Filho e

Zanchett, 2020).

Figura 7 - Alcaloides com potencial farmacologico.

N

Iz

OH

pereirina (16) epibatidina (17) tebaniclina (18)

Fonte: Autor.

Os estudos com alcaloides e seus derivados sintéticos marcam intensa presenga na
historia da QPN, sendo que os avancos nos métodos de separacao e o aprimoramento de
técnicas espectroscopicas e espectrométricas sao fundamentais para a descoberta e

desenvolvimento de novos compostos bioativos (Barbosa; Barbieri; Fill; Crnkovic, 2025).

1.2. Presenca de Senna spectabilis no Cerrado brasileiro

O Cerrado constitui cerca de 22% do territorio nacional e incide sobre os estados de
Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhao, Piaui,
Rondonia, Parand, Sao Paulo e Distrito Federal (Figura 8), além de fazer parte da flora de paises
vizinhos como Bolivia e Paraguai (Ribeiro; Walter 2008). Desse modo, a biodiversidade deste
bioma, que abriga desde campos abertos até florestas ombrofilas e compreende mais de 12 mil
espécies vegetais catalogadas cientificamente (Malheiros, 2021), atribui valor a pesquisa
fitoquimica e contribui para a descoberta de novos farmacos. Nesse sentido, o Cerrado ¢

privilegiado pela abrangéncia territorial e vasta diversidade botadnica, fundamentais para
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fomentar insumos que possam ser usados diretamente ou servir de inspiracdo para o

desenvolvimento de farmacos e/ou agroquimicos (Ribeiro, 2016).

Figura 8 - Cerrado no Brasil.

Anazonas

Rio Grande a

do Sul

@ Cerrado

Fonte: Adaptado pelo autor utilizando paintmaps.com.

Dentre as diversas espécies encontradas no Cerrado brasileiro também esta Senna
spectabilis (sin. Cassia spectabilis) (Figura 9), que ¢ uma arvore que apresenta relatos de uso
na medicina popular e bastante estudada pela comunidade cientifica, devido a diversidade
quimica e propriedades biologicas. S. spectabilis também ¢ usada como planta ornamental, na
urbaniza¢do das cidades e na recuperacdo de areas degradadas, devido a sua floracao,
distribuicao global e rapidez de crescimento (Selegato et al., 2017). Conhecida popularmente
como cassia do nordeste, tula-de-besouro, pau-de-ovelha, entre outros, ¢ considerada uma
arvore de grande porte capaz de chegar a 9 metros de altura. Relatos na literatura, descrevem
que na medicina tradicional extratos dessa planta ja foram utilizados para tratar: prisdo de

ventre, insOnia, ansiedade, epilepsia, malaria, disenteria e dor de cabega (Nkantchoua, 2018).

18



Figura 9 - Senna spectabilis: arvore e detalhes, flores, folhas, frutos, sementes e casca.

Fonte: Adaptado de Lorenzi (2002).

As atividades biologicas descritas estdo relacionadas a presenca de metabdlitos especiais
encontrados nas folhas, flores e frutos de S. spectabilis (Selegato et al., 2017), sendo que os
alcaloides piperidinicos (—)-cassina (19a) e (—)-espectalina (20a) sdo os compostos
majoritarios (Figura 10). Relatos na literatura reportam a presenca de outros alcaloides em
menores concentragdes, incluindo os diasteredmeros (—)-6-iso-cassina (19b) e 6-iso-
espectalina (20b) (Figura 10), que sdo epimeros no C-6 de 19a e 20a, respectivamente
(Christofidis et al., 1977). Viegas Jinior e colaboradores (2004), prepararam os derivados
semissintéticos (—)-3-O-acetilcassina (21) e a (—)-3-O-acetilespectalina (22) (Figura 10), a
partir de 19a e 20a, respectivamente, que apresentaram grande potencial de inibicdo da
acetilcolinesterase, uma importante enzima relacionada a doenca de Alzheimer
(Viegas Jr. et al., 2004). Os derivados acetilados (21 e 22) também foram avaliados quanto a
atividade antimaldrica (Pivatto et al., 2014), o que despertou o interesse para a preparagdo de
outros derivados semissintéticos, assim como para o isolamento dos diasteredmeros 19b e 20b

para serem avaliados quanto ao potencial antimalarico.

Figura 10 - Alcaloides piperidinicos isolados de Senna spectabilis e derivados semissintéticos.
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De acordo com Silva ef al. (2011), resultados preliminares indicam que 20b foi capaz
de reduzir a peroxidacao lipidica em convulsdes induzidas em ratos, elevando a taxa de
sobrevivéncia e reduzindo a quantidade de animais convulsionados. Outra constatagdo
importante deste trabalho, ¢ o efeito sobre o sistema nervoso central (SNC) apresentado por
20b, atuando como um potencial neuroprotetor, em ensaios de depressao. Estudos indicam que
a producdo excessiva de radicais livres e seu desequilibrio em fun¢ao de defesas antioxidantes
podem estar relacionadas as doencas neurodegenerativas e nesse sentido os compostos 19b e
20b podem ser importantes candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos (Silva et al.,
2011).

A partir dos resultados apresentados e da andlise das estruturas dos pares homdlogos
19a/20a e 19b/20b, que diferem em duas unidades metilénicas (—CH>—) na cadeia lateral
alquilica, o que resulta em uma dificil tarefa de isolamento destes metabdlitos, devido a grande
semelhanca nas propriedades fisico-quimicas. Assim, os métodos de separa¢do mais comuns
como a cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em coluna (CC), tém sido
pouco eficientes no isolamento desses alcaloides, sendo que na CCD os pares homologos
aparecem como uma unica mancha (mesmo Ry) (Pivatto ef al., 2014). A existéncia da mistura
de pares homologos, assim como da presenca de estereoisomeros foi constatada em nosso
grupo de pesquisa, através de analises utilizando a espectrometria de massas (EM)
(Pivatto et al., 2005), sendo que a diferenga na atividade bioldgica dos homologos 19a/20a ja
foi constatada em estudos (Pivatto et al.,2014), e corroboram para a necessidade do
desenvolvimento de uma metodologia eficiente de separacdo dos homologos 19b/20b, que sao
epimeros de 19a/20a, para posterior avaliagdo biologica. Estes dados nos motivaram para a
proposta deste estudo de isolamento e elucidagao estrutural dos compostos 19b e 20b, com o
objetivo de contribuir para o conhecimento das estruturas quimicas, principalmente do ponto
de vista da estereoquimica, e que implicagdes podem resultar das interacdes destes diferentes

compostos com os alvos bioldgicos e nos mecanismos de agao.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Realizar o isolamento e a identificacdo estrutural dos alcaloides piperidinicos

minoritdrios que sdo mais polares que os compostos majoritarios (—)-cassina e (—)-espectalina,
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e estdo presentes na fracao diclorometano (CH>Cly), obtida do extrato etandlico das flores de

Senna spectabilis.

2.2. Objetivos especificos
e Obter a fragdo concentrada em alcaloides piperidinicos a partir do extrato etandlico das
flores de Senna spectabilis.
e Fracionar através de processos cromatograficos a fracao alcaloidica.
e Avaliar as fragdes concentradas em alcaloides piperidinicos mais polares por CCD.
e Isolar e identificar os compostos minoritarios através da CLAE e CG.

e Caracterizar as estruturas moleculares a partir dos dados de RMN e EM.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

3.1.1. Instrumentacdo

¢ Banho de ultrassom FISATOM modelo 550.

¢ Balanga analitica SHIMADZU modelo AX 200.

e (Camara escura para luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) SOLAB modelo SL-204.
e Linha de secagem de amostra a pressao reduzida (bomba) EDWARS modelo RVS.

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

465 e bomba de vacuo Buchi V-100).

3.1.2. Solventes

e Metanol (MeOH): J. T. Baker grau CLAE

e Diclorometano (DCM): Exodo cientifica

¢ Hidréxido de amoénio (NH4OH): Synth P.A. ACS

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

e Cloroférmio deuterado (CDCl3) Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
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3.1.3. Reagentes

e Acido hexacloroplatinico IV: Vetec P.A.

e Jodeto de potassio: Vetec P.A.

3.1.4. Revelador iodocloroplatinato (ICIPt)

Solucdo A: Solugdo aquosa de 5% (m/m), de acido hexacloroplatinico (IV)
(H2(PtCls)*6H-0).

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

Solucio spray: Mistura da solucdo A, solugdo B e H>O (1:9:10).
(Touchstone; Dobbins, 1978)

3.2. Técnicas cromatograficas

3.2.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para as andlises de cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas
comerciais de silica gel 60 (Macherey-Nagel) com 0,20 mm de espessura e indicador de
fluorescéncia (UV254/366), suportadas em folhas de aluminio. O sistema de solventes
utilizado para a eluicdo das cromatoplacas era composto por uma mistura de
DCM/MeOH/NH4OH (9:1:0,25). Apo6s o desenvolvimento, as cromatoplacas foram
inspecionadas em camara de UV a 254 e 366 nm e em seguida nebulizadas com o revelador

ICIPt.

3.2.2. Cromatografia em coluna (CC)

Para as separacdes envolvendo a cromatografia em coluna aberta, as seguintes fases
estaciondrias foram utilizadas:
e Silica gel (SiO2) para cromatografia (63—200 pm, didmetro de poro 60 A)
Sigma Aldrich;
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e Silica gel (Si02) para cromatografia flash (40—63 pm, didmetro de poro 60 A)
Sigma Aldrich.

3.2.3. Cromatografia a gas (CG)

As andlises de cromatografia a gias com detector de ionizagdo em chama foram
realizadas utilizando um cromatdgrafo disponivel na Rede de Laboratérios Multiusuérios
(RELAM), localizado no IQ-IFU, campus Santa Moénica:

Cromatdgrafo a gas Shimadzu, modelo GC-2014/C114847-09428 equipado com auto
injetor Shimadzu, modelo AOC-20i Plus, utilizando as seguintes condi¢cdes cromatograficas:
gas transportador nitrogénio a fluxo constante de 2,32 mL min~'; coluna cromatografica capilar
phenomenex® ZB-5ms (30 x 250 um x 0.25 um); temperatura do injetor ajustada a 250 °C; foi
utilizado o modo split (1:30); condi¢des 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 anélise

21,8 min.

3.2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises de cromatografia a liquido de alta eficiéncia foram realizadas na Rede de
Laboratorio Multiusuario (RELAM) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia, localizado no campus Santa Monica:

Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu Corporation, modelo LC 6AD,
composto pelos seguintes modulos: controlador do sistema modelo CBM-20A; detector
evaporativo por espalhamento de luz (ELSD, do inglés evaporative light scattering detector)
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 estacao de dados com
software LCSolutions.

As amostras foram solubilizadas em Metanol (MeOH) grau CLAE, sendo filtradas em
membrana de politetrafluoretileno 0,45 um. Para as andlises foram utilizadas as colunas:

e Coluna semipreparativa Phenomenex® Luna Cis (250,0 x 10,0 mm, 10 um).
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As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria 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), utilizando o equipamento:

CLAE (Agilent modelo Infinity 1260), hifenado a espectrometro de massas de alta
resolugdo do tipo Q-TOF (Agilent® modelo 6520 B) com fonte de ionizagio 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, cujos erros, em

ppm, foram calculados utilizando a equacao abaixo:

g massa acurada — massa exata
rro = X
(ppm) massa exata

10°

3.3. Técnicas espectroscopicas

3.3.1. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 1*C, foram realizadas em
um equipamento da marca Bruker modelo Ascend™ 400 Avance I11 HD (9,2 Tesla) da RELAM
localizado no IQ-UFU, operando em frequéncias de 400 e 100 MHz para os nucleos de
hidrogénio e carbono, respectivamente. Como padrdo interno foi utilizado TMS (8 0,00) ou

residual do solvente, a uma temperatura de 25 °C.

3.4. Metodologia experimental

3.4.1. Coleta do material vegetal e preparo do extrato etandlico das flores de

Senna spectabilis.

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 maceragao com etanol PA (5 x35L). O
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solvente foi 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 384109) depositada no Instituto de Botanica de

Sdo Paulo (Pivatto, 2010).

3.4.2. Extragdo liquido-liquido do extrato etandlico.

Uma parte do EEFI1-Ss (80,0 g) foi solubilizado em 500 mL de uma mistura MeOH/H>O

(4:1, v/v), filtrada e submetida a extra¢do liquido-liquido com hexano (5 x 250 mL) e DCM

(5 x250 mL) (Figura 11). Os solventes foram removidos por destilagdo em evaporador rotativo

a pressdo reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C (Freitas, 2022). Parte da fragéo

DCM (12,25 g) foi submetida a CC, denominada PIC].

Figura 11 - Esquema da extracdo liquido-liquido do extrato etandlico das flores de S. spectabilis.

Extrato etandlico
80,0¢g

Residuo
12,6 g (15,8%)

Sol. hidrometandlica

1. Solubilizar em 500 mL de MeOH:H,0 (4:1)
2. Filtrar

hexano (5 x 250 mL)

F. hexano
269(3,2%)

Fonte: Freitas (2022).

Sol. hidrometandlica

CH,Cl, (5 x 250 mL)

F. DCM
40,5 g (50,6%)

F. hidrometanodlica
23,19 (28,9%)
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Avaliacdo qualitativa dos alcaloides presentes nas fracdes de S. spectabilis do extrato
(EEFI-Ss).

Com o objetivo de selecionar a fracdo rica em alcaloides piperidinicos, para posterior
isolamento dos metabolitos, as fragdes obtidas da extragdo liquido-liquido do extrato etanolico
(item 3.4.2) foram submetidas a anélise por CCD utilizando como fase estacionaria (FE) silica
gel e como fase movel (FM) uma mistura de CHCl:MeOH:NH4OH (9:1:0,5). As
cromatoplacas foram reveladas pela nebulizagdo com solucdo de ICIPt, um revelador
especifico para alcaloides, que ao entrar em contato com o nitrogénio da estrutura dos
alcaloides exibe uma macha marrom caracteristica (Figura 12). Ap6s avaliagdo das CCDs, foi
possivel compreender que os alcaloides estavam em maior concentra¢ao na fracdo de CH,Ch

(12,25 g) devido a formacao de manchas mais intensas na cromatoplaca.

Figura 12 - CCD das fragdes obtidas da extragao liquido-liquido

Nota: A: hexano; B1: CHxCly; Ba: CH2Cly; Bs: CH2Cly; 192a/20a: Padrio cassina/espectalina.

Fonte: o autor.

A fracdo de CH2Cl> (12,25 g) foi submetida a coluna cromatografica (CC), nomeada
PICO1, utilizando como FE silica gel (63—200 um) e como FM um gradiente de solventes que
iniciou com hexano:CH>Clo:NH4OH (10:0:0,25), passando por CH>Cl2:EtOAc:NH4OH
(10:0:0,25) at¢ EtOAc:MeOH:NH4OH (0:10:0,25). As fragdes resultantes (83) foram
analisadas por CCD, inspecionadas em camara de UV (254 e 365 nm), reveladas com ICIPt e

reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Rr (Figura 13), de onde foram obtidas
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as fragoes: PICO1- Fi-35(486,5 mg), PICO1-F3637 (71,1 mg), PICO1-F33-39 (83,7 mg), PICO1-
F40-57 (604,9 mg), PIC1-Fss77 (7,2 g) e PIC1-F73-83 (360,6 mg).

Figura 13 - CCD das fracdes obtidas da CC PICO1.
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Nota: AI PICO]—F1_35; BZ PICOI—F35_37; CI PICO]—F38_39; DZ PICOI—F40_57; EZ PICOl-F58_77; FI PICO]—F78_83;
19a/20a: Padrdo cassina/espectalina. Condig¢ées: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (9:1:0,25) e revelador
ICIPt.

Fonte: o autor.

A fracdo reagrupada PIC01-Fsg_77 foi analisada por CCD e apresentou uma mancha na
cromatoplaca de Rr0,55, mesmo valor observado para o padrao 19a/20a (Figura 13), enquanto
a fragdo PICO1-F40-s7 apresentou uma mancha com valor de Ry ligeiramente maior que o do
padrdo. Entretanto, ndo ¢ possivel afirmar que a fragdo estd pura apenas pela analise da CCD.
De acordo com Pivatto ef al. (2005), 19a e 20a sdo pares homdlogos e apresentam o mesmo
valor de R nas analises por CCD, devido a diferenca de apenas duas unidades de CH». Para
confirmar a pureza sao necessarias analises complementares por CLAE ou CG.

Desse modo, parte da fracdo PIC1-Fsg_77 (1,57 g) foi submetida novamente a CC
(104,0 g, 35,0 x 3,5 cm d.i.) utilizando silica gel (63—200 um) como FE e um gradiente de
solventes de hexano:CH>Cl,—CH;Cl,:MeOH—MeOH, mantendo a propor¢dao de 2,5% de
NH4OH, porém, agora com variagdes menores entre os volumes de FM, principalmente no
intervalo entre 10:0:0,25 e 9:1:0,25 de CH>Cl,:MeOH:NH4OH, visando a separagdo dos
compostos mais polares que também sao pares homologos. Assim, as fragdes coletadas (250)
foram analisadas por CCD, inspecionadas em camara de UV (254 e 365 nm), reveladas com
ICIPt e reagrupadas de acordo com a semelhanga nos valores de R, de onde foram obtidas as

fracdes alcaloidicas: PIC02-Figs-193 (218,5 mg) e PIC02-F194-203 (949,5 mg) (Figura 14).
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Figura 14 - CCD das fracdes alcaloidicas obtidas da CC PICO02.

PIC02-F186-193

Nota: 19a/20a: Padrdo cassina/espectalina. Condic¢ées: FE: silica, FM: CH>Cl,:MeOH:NH4OH (9:1:0,25) e
revelador ICIPt.

Fonte: o autor.

Na analise da CCD, na fragao PIC2-F194-203 (949,5 mg), foi possivel visualizar manchas
na cromatoplaca com Rr semelhantes as dos alcaloides 19a/20a, assim como manchas de outro
alcaloide com Rr 0,51, indicando a presenca de compostos mais polares.

Para obter uma quantidade maior de massa dos alcaloides mais polares (R 0,51), foram
repetidos os procedimentos cromatograficos a partir da fracao PICO1-Fsg_77 (5,63 g), de onde
foram obtidos 2,33 g que nomeamos de PIC-F194203. Parte dessa massa (2,00 g) foi submetida
a CC (150,30 g, 38 x 2,8 cm d.i.) utilizando como FE silica flash (40-63 pm) e como FM um
gradiente de solventes que iniciou em CH2Cl2:MeOH:NH4OH (10:0:0,25), passando por
CH2Cl2:MeOH:NH4OH (0:10:0,25) e finalizando com 100% de MeOH. As fra¢des coletadas
(225) foram analisadas por CCD, inspecionadas em camara de UV (254 e 365 nm), reveladas
com ICIPt e reagrupadas de acordo com a semelhanga nos valores de Ry, de onde foram obtidas
as fragdes alcaloidicas: PIC03-Fg7-92 (232,8 mg), PIC03-Fo3-96 (460,0 mg), PIC03-F97-107
(472,6 mg), PIC0O3-Fio08-109 (55,1 mg), PIC03-Fi10-116 (47,9 mg) e PICO3-Fi17-120 (14,7 mg)
(Figura 15).
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Figura 15 - CCD das fracdes alcaloidicas obtidas da CC PICO03.

Nota: A: PIC03-F87—92; B: PIC03-F93—96; C: PIC03-F97—107; D: PIC03-F108—109; E: PIC03-F110_116; F: PIC03-F117_

120, 19a/20a: Padrdo cassina/espectalina. Condi¢des: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (9:1:0,25) e
revelador ICIPt.

Fonte: o autor.

4.2. Avaliacdo cromatografica por CG-DIC das fracdes alcaloidicas.

As fragdes alcaloidicas obtidas da CC PIC03 foram avaliadas por CG-DIC (Figura 16).
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Figura 16 - CG-DIC das fracdes alcaloidicas obtidas da CC PICO03.
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Nota: 19a/20a: Padrao cassina/espectalina. Condi¢des: Gradiente de 100-280 °C (21,8 min), depois mantido a
280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg/mL, Fluxo do gas (N2) = 1,0 mL/min.

Fonte: o autor.

A fracdo PIC03-Fo3_96 apresenta uma unica mancha na cromatoplaca, com Rr 0,55
(Figura 15), valor semelhante ao descrito por Pivatto et al. (2014), para os
alcaloides (—)-cassina (19a) e (—)espectalina (20a). A analise do padrao 19a/20a e das fracdes
PIC03-Fg7-92 € PIC03-F93-9¢ por CG-DIC, permitiu observar sinais com tempos de retencao de
14,5 e 16,0 min, indicando a presenca dos compostos 19a e 20a, respectivamente (Figura 16).
A andlise da fracdo PIC03-Fo7-107 permitiu observar trés sinais com #r 14,5 (19a), 16,0 (20a) e
16,5 min, sendo o ultimo referente a um alcaloide mais polar (Rr0,51). J& a andlise das fragdes
PIC03-F108-109, PIC03-Fi10-116 € PIC03-Fi17-120 permitiu observar um sinal intenso, que
também foi atribuido a um alcaloide mais polar (Rr 0,51), sugerindo que ¢ um par homologo
do composto com #r 16,5 min (Figura 16). Vale destacar que esses alcaloides mais polares estao

de acordo com o relatado por Freitas e colaboradores (2018).

4.3. Isolamento por CLAE dos alcaloides mais polares (Rt 0,51).

As fragdoes PICO03-Fios-109 (55,1 mg), PICO4-Fiio-116 (47,9 mg) e PICO3-Fi17-120
(14,7 mg) foram agrupadas e submetidas a analise por CLAE no modo semipreparativo,
utilizando uma coluna Phenomenex® Luna Cs (250,0 mm x 10,0 mm, 10 um), € como sistema
de solventes um gradiente de 5—100% (35 min) de MeOH—HOAc 0,1%. Em seguida foi
mantido 100% de MeOH por 10 min, para limpeza da coluna, e na sequéncia para finalizar a
analise foi feito um gradiente de 100—5% (5 min) de MeOH—HOACc 0,1%, para retornar a fase
movel inicial; C = 100,0 mg/mL, Viy. = 50,0 pL, fluxo: 2,0 mL/min. Foram coletadas 30

31



fragdes, cujo solvente foi removido por destilacdo em rotaevaporador (temperatura do banho
40 °C), analisadas por CG-DIC e reagrupadas de acordo com a similaridade nos tempos de
retencdo. A andlise dos padroes (19a e 20a) permitiu observar que as fragdes
PICLAEO1-Fo2-07 (12,2 mg, fr 14,9 min) e PICLAEOI-Fii-13 (17,8 mg, #r 16,4 min) eram

referentes aos alcaloides 19b e 20b, respectivamente, e estavam puras (Figura 17).

Figura 17 - CG-DIC das fracdes PICLAEO1-Fo,7 (19b) e PICLAEO1-F;-13(20b).
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Nota: 19a: Padrao cassina; 20a: Padrdo espectalina. Condicdes: Gradiente de 100-280 °C (21,8 min), depois
mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL"!, Fluxo do gas (N2) = 1,0 mL.min".

Fonte: o autor.

4.4. Caracterizacao do alcaloide 6-iso-cassina (19b).

A fracdo PICLAEO1-Fo>7 foi analisada por CLAE-EM-IES no modo positivo. A
analise do espectro de massas em alta resolu¢ao (Figura 18) permitiu estabelecer a formula

molecular Ci1gH35NO», com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente
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a molécula protonada foi observado em m/z 298,2750 [M + H]", calculado para C1sH3sNO2",

298,2741 (A 3,0 ppm), que € condizente com a férmula molecular do alcaloide 19b.

Figura 18 - EM-IES-(+) em alta resolugao do alcaloide 19b.
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Fonte: o autor.

Figura 19 - EM/EM-IES-(+) do alcaloide 19b.
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Fonte: o autor.

33



A anélise do espectro de EM/EM, obtido a partir da molécula protonada (m/z 298),
permitiu observar o ion fragmento de m/z 280, cuja diferenga foi atribuida a eliminac¢éo de agua

(18 u) e corrobora a proposta da estrutura 19b (Figura 20).

Figura 20 - Proposta de mecanismo para a eliminac¢do de dgua de 19b.
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Fonte: o autor.

A andlise do espectro de RMN 'H (Figura 21) permitiu observar um singleto em § 2,15
(3H) e um tripleto em & 2,43 (2H, J=7,5 Hz), que foram atribuidos aos H-12’ e H-10’,
respectivamente. Além disso, também foi possivel observar um dupleto em & 1,1 (3H, J=6,6
Hz, H-7), referente ao grupo metila ligado ao ntcleo piperidinico, assim como os sinais em o
3,17 (1H, m), 3,72 (1H, m), 1,71 (1H, m), 1,57 (1H, m), 1,57 (2H, m) e 2,94 (1H, m), que
correspondem aos hidrogénios H-2, H-3, H-4a, H-4b, H-5a/H-5b e H-6, respectivamente. Estes

dados corroboram a estrutura do alcaloide 6-iso-cassina (19b).

Figura 21 - Espectro de RMN de 'H do alcaloide 19b (400 MHz, CDCl5).

2782

2.1497

T T T T T T T T
15 14 13 12 1 10 9 8

Fonte: o autor.
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Figura 22 - Ampliagéo do espectro 20 (5 1,10-3,80) de 19b.
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Fonte: o autor.
Tabela 1 - Dados de RMN do alcaloide 19b.
Posicao 'H é1® mult.’ (J/ em Hz)
2 3,16 m
3 3,72 m
4a 1,71 m
4b 1,57 m
5 1,27 m
6 2,94 m
7 1,1d (6,6)
1’a 1,74 m
1’b 1,27 m
2’-8 1,27 m
9 1,57 m
10 2,43t (7.,5)
11’ -
12° 2,15s

Nota: “Deslocamentos quimicos (3) estabelecidos em relagdo ao padrio interno TMS (Orms 0,00).
"Multiplicidade: s (simpleto); d (dupleto); t (tripleto); m (multipleto).

Fonte: o autor.
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4.5. Caracterizacio do alcaloide 6-iso-espectalina (20b).

A PICLAEO1-F11-13 foi analisada por CLAE-EM-IES no modo positivo. A analise do

espectro de massas em alta resolu¢do (Figura 23) permitiu estabelecer a formula molecular

C20H39NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente a molécula

protonada foi observado em m/z 326,3061 [M + H]", calculado para C20HsNO,", 326,3054

(A 2,2 ppm), que ¢ condizente com a férmula molecular do alcaloide 20b.

Figura 23 - EM-IES-(+) em alta resolucdo do alcaloide 20b.
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Fonte: o autor.
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Figura 24 - EM/EM-IES-(+) do alcaloide 20b.
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Fonte: o autor.

A andlise do espectro de EM/EM, obtido a partir da molécula protonada (m/z 298),

permitiu observar o ion fragmento de m/z 308, cuja diferenca (18 u) foi atribuido a eliminacdo

de agua (18 u) e corrobora a proposta da estrutura 6-iso-espectalina (20b), como sendo um

homologo de 19b, uma vez que apresenta mesmo padrio de fragmentacdo (Figura 25).

Figura 25 - Proposta de mecanismo para a eliminacdo de agua de 20b.
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Fonte: o autor.

37



5. CONCLUSAO

Senna spectabilis provou ser uma importante fonte de alcaloides piperidinicos, de onde
foram isolados a 6-iso-cassina (19b) e 6-iso-espectalina (20b). O isolamento desses
metabolitos foi viabilizado pelo emprego de diferentes técnicas cromatograficas, incluindo a
CC, a CCD, a CLAE ¢ a CG, que foram fundamentais para obtencdo dos compostos em
quantidade e grau de pureza suficientes para a caracterizagao estrutural.

O processo de separacao e purificacdo desses compostos foi uma tarefa desafiadora em
razdo da pequena diferenga estrutural entre eles, duas unidades de CH,, além da baixa
concentracdo na matriz vegetal, que influenciou nas quantidades reduzidas de massas dos
compostos 19b e 20b.

Em relagdo a identificagdo dos compostos, a EM-(+) em alta resolucdo, permitiu
determinar a formula molecular e os espectros de massas sequéncias (EM/EM), onde foram
observados os ions fragmentos, permitiram observar padroes de fragmentagdo que auxiliaram
na identificagdo estrutural dos compostos 19b e 20b. Adicionalmente, a analise do espectro de
RMN 'H de 19b permitiu observar sinais caracteristicos desse alcaloide, corroborando com o0s

dados encontrados na literatura.
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