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Resumo

O presente trabalho objetivou o estudo fitoquimico dos frutos de Senna
spectabilis e o estudo comparativo do perfil alcaloidico entre S. spectabilis e Cassia
leptophylla, outra espécie vegetal relatada como fonte de alcaldides piperidinicos. O
estudo fitoquimico dos frutos de S. spectabilis forneceu 4 alcaldides piperidinicos:
cassina (1), 3-O-acetil-cassina (20), 3-O-feruloil-cassina (18) e um estereoisdomero da
cassina (19), cujas configuracdes, ralativa e absoluta, ainda ndo foram determinadas.
Dentre estes, somente a cassina (1) ja era conhecida e foi isolada, em nosso grupo de
pesquisa, como o alcaldéide majoritario das flores da mesma espécie. Estes alcaldides
foram avaliados quanto as atividades seqiiestradora de radicais livres (DPPH) e
inibidora da enzima acetilcolinesterase. As substancias 1, 2 e 4 apresentaram forte
atividade anticolinesterasica, com concentragdo inibitéria minima semelhante a
galantamina, utilizada como padrdo positivo. Quanto a atividade seqiliestradora de
radicais livres, o unico que apresentou leve estabilizacdo do radical foi o derivado
feruloil piperidinico (18), quando comparado com a rutina, utilizada como padrdo
positivo. Entretanto, a maior concentragdo do alcaldide ndo atingiu a concentracio
inibitoria de 50% (ICsp), observada para a rutina. O estudo do perfil quimico entre as
espécies S. spectabilis ¢ C. leptophylla foi inicialmente baseado em experimentos
comparativos de cromatografia em camada delgada e ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio. Os resultados obtidos demonstraram que somente os extratos das flores e
frutos de S. spectabilis apresentavam substancias alcaloidicas como metabolitos
detectaveis. Por outro lado, a andlise por espectrometria de massas permitiu evidenciar
metabolitos alcaloidicos piperidinicos em ambas as espécies estudadas, levando-nos a
concluir sobre a importdncia desta técnica na bioprospec¢do de metabolitos

minoritarios.



Abstract

The present work aimed the phytochemical study of the fruits of Senna
spectabilis and a comparative analysis of the alkaloid profile between S. spectabilis and
Cassia leptophylla, another species reported as a source of piperidine alkaloids. The
phytochemical study of the fruits of S. spectabilis furnished 4 piperidine alkaloids:
cassine (1), 3-O-acetyl-cassine (20), 3-O-feruloyl-cassine (18) and a stereoisomer of
cassine (19), whose absolute and relative configurations were not stablished yet. Among
these, only cassine (1) was already known and it had been previously isolated as the
major alkaloid of the flowers in the same species. These alkaloids were evaluated for
their potential as free radical scavengers towards DPPH and acetylcholinesterase
inhibitors. Substances 1, 2 and 4 showed strong activity in inhibition of
acetylcholinesterase, with a minimum inhibitory concentration similar to galantamina,
used as a reference compound. In the free radical scavenger assay, compound 18 was
the only active, showing a slightly radical stabilization, when compared with the rutina,
used as a reference compound. However, the largest concentration of the alkaloid didn’t
reach the inhibitory concentration for 50% (ICsg), obtained by rutina. The chemical
profile study between S. spectabilis and C. leptophylla species was initially based on
comparative experiments using thin layer chromatography, and proton nuclear magnetic
resonance. The results indicated that alkaloidal metabolites were present only in the S.
spectabilis extracts. On the other hand, analysis by tandem mass spectrometry revealed
the presence of piperidine alkaloids in both species, leading us to conclude the relevance

of this technique in bioprospecting of minority metabolites.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como fonte de medicamentos ¢ uma pratica constante e
disseminada pela populacao ao longo dos anos, pratica esta que tem suas raizes na
antiguidade, onde o homem primitivo intuitivamente buscava descobrir solugdes para
suas necessidades basicas, como nutrigio e cura de enfermidades. E provavel que o
emprego de plantas como medicamentos seja tdo antigo quanto o proprio homem. Em
estudos realizados na Tanzéania, com chimpanzés, verificou-se que estes ingeriam em
jejum, folhas de certas plantas que os livravam de vermes intestinais
(MIGUEL; MIGUEL, 2000).

Numerosas etapas marcaram a evolu¢do da arte de curar, porém, torna-se dificil
delimita-las com exatiddo, ja que a medicina esteve por muito tempo associada as
praticas magicas, misticas e ritualisticas, muitas vezes até considerando as plantas como
sendo seres espirituais. Nas origens da histéria, a no¢ao das plantas com agdo
terap€utica e toxica passou a ser objeto de interesse. Arquedlogos encontraram partes de
plantas tidas como medicinais em timulos pré-histdricos. No ano de 1975, no territorio
atual do Iraque, foi descoberto um esqueleto humano de quase 60 mil anos de idade e
junto a este, foi encontrada petrificada pequena quantidade de polen concentrado de
achilea e jacinto, utilizados at¢ hoje pelos camponeses da regido
(MIGUEL; MIGUEL, 2000).

Ja no ano 3000 a.C., a China dedicava-se ao cultivo de plantas medicinais.
Sabe-se também que, desde 2300 a.C., os egipcios, assirios ¢ hebreus cultivavam
diversas ervas e traziam de suas expedi¢des tantas outras. Com estas plantas, chegavam
a criar purgantes, vermifugos, diuréticos, cosméticos e especiarias culinarias, além de
liquidos e gomas utilizados em mumificagdo (MARTINS et al., 2003).

Na Grécia antiga, as plantas juntamente com o seu valor terapéutico ou toxico
eram muito conhecidas. Hipdcrates (460-377 a.C.), denominado o “Pai da Medicina”,
reuniu em sua obra “Corpus Hipocratium” a sintese dos conhecimentos médicos de seu
tempo, indicando para cada enfermidade o remédio vegetal e o tratamento adequado. No
comego da Era Crista, Dioscorides enumerou em seu tratado, “De Materia Medica”,
mais de 500 drogas de origem vegetal, descrevendo o emprego terapéutico de muitas
delas (MARTINS et al., 2003).

Na Idade Média, a medicina e o estudo das plantas medicinais estagnaram-se por

um longo periodo. Os eventos historicos que surgiram na Europa, como a ascensdo e
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queda do Império Romano e o fortalecimento da Igreja Catdlica, exerceram enorme
influéncia sobre todo conhecimento existente na época, incluindo as informagdes acerca
de plantas medicinais. Muitos dos escritos dos filésofos gregos foram esquecidos ou
mesmo perdidos, para serem parcialmente recuperados apenas no inicio do século XVI
(MARTINS et al.,, 2003). Segundo Phillipson (2001), alguns mosteiros europeus
mantiveram viva a literatura medicinal, mas fora desses locais propagava-se o folclore,
normalmente com rituais magicos.

No seu processo de evolucdo, a arte de curar recebeu poderoso impulso dos
alquimistas. Dentre os quais destaca-se Paracelso, que langou as bases da medicina
natural e foi um dos principais responsaveis pelo avango da terapéutica do século XVI
(MARTINS et al., 2003). Mas foi a partir do final do século XVIII e inicio do século
XIX, com a consolidacdo da Quimica como disciplina cientifica moderna, que os
estudos com plantas medicinais ganharam impulso. Os principios ativos passaram a ser
isolados das plantas medicinais e suas estruturas determinadas. Estabelecia-se assim o
paradigma ocidental, que apenas um simples e Unico composto ativo apresenta os
efeitos farmacologicos definidos (YUNES; CALIXTO, 2001).

O ano de 1828 passou a ser um marco para a historia da Quimica de Produtos
Naturais. Buchner, estudando as cascas de Salix alba (Figura 1), isolou pela primeira
vez o principio ativo responsavel pelas propriedades farmacologicas dessa planta, o
glicosideo do alcool salicilico (Figura 1). Inicia-se assim, a historia do analgésico mais
vendido no mundo. Em 1860, Kolbe e Lauteman sintetizam o acido salicilico (Figura 1)
e seu sal sodico a partir do fenol. Felix Hofman, em 1898, sintetizou um composto de
carater menos acido, acetilando o grupo hidroxila na posicao orto, descobrindo assim o
tdo usado acido acetil salicilico (AAS) (Figura 1). Era a obteng@o do primeiro fArmaco
sintético, oriundo da otimiza¢do de um produto natural, através de uma correlagao de
estrutura e propriedade quimica, com possibilidade de ser usado de forma maciga,

devido a facilidade de sua sintese e de seu baixo custo (YUNES; CALIXTO, 2001).
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salicilico salicilico

Salix alba

Figura 1. Glicosideo do acido salicilico (salicilina), produto natural isolado de
Salix alba e os derivados sintéticos: acido salicilico e 4cido acetil salicilico

Assim estavam langadas as bases da quimica medicinal moderna. Nos anos
seguintes surgiriam novos farmacos de origem sintética. A quimica de produtos
naturais, passaria do ambito unico e exclusivo das plantas a englobar também os insetos,
microrganismos (fungos, bactérias, etc), animais, minerais € organismos marinhos como
fontes naturais de modelos moleculares a farmacos (SOEJARTO, 1996).

A partir da segunda metade do século XX, novas técnicas analiticas, incluindo
equipamentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Massas e
Cromatografia, passaram a constituir ferramentas fundamentais para o isolamento e
determinagdo estrutural dos compostos naturais, inclusive os bioativos, de maneira
rapida, reprodutivel e com isso diminuir o tempo experimental despendido no
procedimento fitoquimico. Acompanhando esse processo, foram desenvolvidas as
tecnologias de screening em larga escala (HTS = high trough-put screening) permitindo
a andlise de até cem mil compostos num Unico dia em relacdo a determinados alvos
bioldgicos (YUNES; CALIXTO, 2001).

As técnicas avangadas de HTS dependem da analise de um grande numero de
compostos os quais podem ser obtidos ou por quimica combinatéria ou pela
quimiodiversidade produzida pela natureza. Deve ser mencionado que a primeira, tdo
propalada no final do século passado, ainda ndo conseguiu, pelo menos até o presente,
seu objetivo de ser a principal fonte de diversidade de estruturas moleculares, uma vez
que este ¢ um requisito fundamental na pesquisa farmacéutica visando atingir diferentes
alvos bioldgicos. Diante dos resultados pouco produtivos da quimica combinatoria, os
cientistas voltaram seus estudos para os produtos naturais, considerando que durante os

milhdes de anos de evolucdo biologica a selecdo natural foi capaz de produzir
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substancias complexas, quase que impossiveis de serem obtidas por um processo de
quimica combinatéria (YUNES; CALIXTO, 2001).

Apesar da flora mundial constituir uma importante fonte de matéria-prima para a
busca de substancias com estruturas e acdo farmacologica inéditas, esta riqueza vegetal
responde apenas com a producdo de cerca de 120 farmacos em wuso clinico
(SOEJARTO, 1996). Outro dado marcante sobre as plantas floriferas refere-se ao ultimo
levantamento publicado por Verpoorte et al. (1998), demonstrando que das
34.847 espécies quimicamente estudadas, 30% apresentaram alguma atividade
bioldgica. Se considerarmos este dado estatistico e a quantidade de espécies ainda sem
qualquer estudo, ¢ possivel especular o isolamento de no minimo um milhdao de
metabolitos secunddrios a partir de fontes vegetais (VERPOORTE et al., 1998).

Pelos comentérios apresentados, o valor agregado dos medicamentos de origem
vegetal ndo pode ser desconsiderado. Acredita-se que a venda mundial destes
medicamentos movimenta, anualmente, um comércio em torno de U$ 22 bilhdes
(HARVEY et al., 1998). Segundo Matos (1997), na década de 1970, 41% das receitas
médicas prescritas nos Estados Unidos continham uma ou mais substancias de origem
vegetal. No Brasil, em 1994, 5,5% do mercado de medicamentos vendidos em farmacias
(US$ 212 milhdes) correspondiam as vendas de medicamentos contendo exclusivamente
principios ativos de origem vegetal (FERREIRA, 1998).

O Brasil, com aproximadamente 22% de todas as angiospermas, ainda possui
uma das maiores biodiversidades do planeta, mesmo contabilizando o alto indice de
devastacdo que vem ocorrendo na Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado. Apesar dessa
enorme variedade de plantas, muitas das quais com aplicagdo medicinal, apenas uma
pequena parcela teve algum estudo quimico ou biolégico realizado. Assim, a exploracao
racional da biodiversidade brasileira, mesmo na era pds-gendmica, € um tema recorrente
e merece investimento objetivando a busca de novos farmacos (BOLZANI et al., 1999).

A bioprospec¢do auxiliada por testes bioldgicos gerais e/ou especificos € hoje
considerada uma das formas mais racionais para a busca de farmacos potenciais de
origem vegetal. No contexto nacional, a pesquisa de bioprospec¢do, com certeza,
possibilitara a identificacdo de uma maior variedade de metabdlitos secundarios
bioativos, uma vez que muitas familias de plantas estdo associadas a classes especificas
de substancias, sendo que inumeras espécies continuam sem qualquer estudo quimico

e/ou biologico (SOERJARTO, 1996).
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Entre os estudos quimicos e biologicos da flora paulista, principalmente da Mata
Atlantica e do Cerrado, destacam-se aqueles sobre o “Estudo Quimico e Biologico de
Rubiaceae Brasileiras”, no final da década de 80. O projeto teve como objetivo ndo sé
conhecer a composicao quimica das varias espécies de Rubiaceae destes biomas, mas
também detectar substancias antifungicas potenciais. Ao longo de quinze anos, mais de
trinta espécies de Rubiaceae tiveram suas composicdes quimicas, atividades antifungica
e antitumoral avaliadas (BOLZANI et al., 1999).

Em 1999, o programa interdisciplinar Biota-FAPESP (Conservagao e Utilizagao
da Biodiversidade do Estado de Sao Paulo, http://www.biota.org.br) foi criado com o
objetivo de mapear e catalogar de maneira racional toda a biodiversidade remanescente
do Estado de Sao Paulo. Dentre os varios projetos inseridos neste programa encontra-se
o “Conservagdo e uso sustentavel da diversidade vegetal do Cerrado e Mata Atlantica:
Diversidade quimica e prospec¢do de farmacos potenciais” que vem sendo
desenvolvido pelo Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos

Naturais (NuBBE).

1.1. Consideragdes gerais sobre o posicionamento taxonémico Cassia/Senna e

seus usos na medicina popular

Com o novo sistema de classificacdo taxondmica adotado para a familia
Leguminosae, varias espécies de Cassia foram incluidas no grupo Senmna, outras
continuaram como Cassia ¢ algumas continuam como sinonimia de Senna. Esta
familia, uma das maiores dentre as Angiospermae, pela nova classificagdo passou a ser
denominada Fabaceae e esta subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae, Fabaoideae
e Caesalpinioideae. Nesta ltima, estdo incluidos os géneros Cassia e Senna, bastante
estudados, devido a importancia de seus wusos na medicina popular
(RIBEIRO et al., 1999).

Mulchandani e Hassarajani (1977), estimavam o conhecimento de cerca de 200
espécies pertencentes ao género Cassia. Segundo Agarkar e Jadge (1999), existem hoje
mais de 600 espécies, entre arbustos, arvores e ervas. Com as recentes modificagdes na
classificagdao das leguminosas, o género Cassia, diminuiu devido a mudanga de posi¢ao
taxondmica de varias espécies de Cassia para Senna. Com base nos estudos de

morfologia floral principalmente, algumas espécies de Cassia continuam com a sua
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posi¢do inalterada, muito embora, varias ainda continuem como sendo sinonimia de
Senna.

Esta confusdo taxonomica entre os dois géneros ¢ um problema para os estudos
quimicos e farmacoldgicos que o NuBBE estd realizando com a espécie
Senna spectabilis, erroneamente identificada em nossos estudos anteriores como
Cassia leptophylla.

Dentre as espécies dos géneros Cassia/Senna mais estudadas, cerca de vinte e
seis sdo relatadas como fontes de derivados antracénicos, substancias descritas como
responsaveis pelas atividades dos extratos de C. fistula (sinonimia Senna fistula),
C. sophera (sinonimia S. sophera), C. alata (sinonimia S. alata), C. obtusifolia
(sinonimia S. obtusifolia), C. tora (sinonimia S. obtusifolia), C. angustiflia
(S. angulata), C. autifolia, C. nodosa (sinonimia C. javanica) e C. cinnamon, bastante
estudadas devido aos relatos de seu uso popular no tratamento de diabetes, infecgdes
microbianas e virais, febre, parasitoses, inflamacdes, asma e feridas da pele
(AGARKAR; JADGE, 1999).

Recentemente, algumas espécies dos géneros Cassia e Senna vém despertando
maior interesse para estudos quimicos e farmacologicos, devido ao seu uso popular em
paises do continente asiatico e africano, principalmente na India ¢ na China. Nestes
paises, formulagdes medicamentosas com plantas destes géneros sdo utilizadas no
tratamento de uma série de enfermidades em substituicdo ao tratamento alopatico
convencional. Isto se deve, principalmente, ao fato de que em alguns destes paises a
renda per capita ¢ muito baixa, levando a populacao ao uso de plantas para o tratamento
de suas doengas (SAMY; IGNACIMUTHU; SEN, 1998; SAMY; IGNACIMUTHU,
2000).

Nos ecossistemas brasileiros, tanto o género Cassia como Senna sao muito
freqiientes, sendo que na regido sudeste algumas espécies sao bastante apreciadas
devido a beleza de suas flores, sendo muito utilizadas como plantas ornamentais
(LORENZI, 1998). Na regido norte, sdo bastante empregadas em medicamentos
caseiros, como ¢ o caso da canafistula (C. fistula), utilizada como purgativo
(MATOS, 2000). Bhakta et al. (1999) relataram ainda o uso desta espécie no tratamento
de infeccdes bacterianas, doencas de pele, reumatismo e desordens hepaticas.
Recentemente, Ingkaninan et al. (2003) relataram a atividade inibidora de

acetilcolinesterase no extrato preparado com raizes desta planta.
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1.2. Descricao botanica de Senna spectabilis e Cassia leptophylla

Senna spectabilis

Senna spectabilis (Figuras 2 e 3) ¢ uma planta arbdrea, pertencente a familia
Fabaceae (Leguminosae), sub-familia Caesalpinioideae, conhecida popularmente como
sdo-jodo, cassia-do-nordeste, canafistula-de-besouro e pau-de-ovelha, possuindo como
sinonimias botanicas Cassia spectabilis (VIEGAS JUNIOR et al., 2004), ou
Cassia excelsa Schrad. (LORENZI, 1998). E decidual, heli(')ﬁtaz, seletiva Xer(')ﬁta3,
pioneira e caracteristica do nordeste semi-arido (caatinga), mas também ¢ comum no
cerrado do estado de Sao Paulo. Ocorre preferencialmente em solos mais profundos,
bem drenados e de razoavel fertilidade (LORENZI, 1998).

Pode atingir de 6-9 m de altura, com tronco de 3040 cm de didmetro. Suas
folhas sdo compostas pinadas’, tendo de 10-20 pares de foliolos de 2—4 cm de
comprimento. Sua madeira, devido as limitagcdes de tamanho, é aproveitada apenas para
a confeccao de objetos leves, caixotaria, lenha e carvao. A arvore ¢ ornamental durante
o longo periodo em que permanece florida, podendo ser empregada com sucesso no
paisagismo em geral. Pelo porte pequeno e beleza de sua florada, ¢ ideal para
arborizagdo de ruas, o que ja vem sendo feito em muitas cidades do Estado de
Sao Paulo. O periodo de floragdo ocorre durante os meses de dezembro—abril, ja a

maturacdo dos frutos ocorre nos meses de agosto—setembro (LORENZI, 1998).

! decidua: vegetal que perde suas folhas numa estago especifica do ano.
? heliofita: vegetal que necessita da luminosidade solar para o desenvolvimento.
3 xerofita: vegetal que vive em ambiente seco e apresenta adaptagdes estruturais e funcionais que
minimizam a perda de agua por evaporacdo, proprio de regides aridas ou com longo periodo de estiagem.
4pinadas: folhas com mais de trés foliolos saindo de varios pontos na raque central, ex.:

hY_ 4

- .

-

o
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Figura 2. Senna spectabilis: detalhes da planta, flores, frutos, sementes, casca e madeira
(LORENZI, 1998).

Figura 3. Senna spectabilis: espécime cultivado no IQ—-UNESP Araraquara, de onde
foram coletados as flores e frutos.
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Cassia leptophylla

Cassia leptophylla Vog. ¢ uma planta arborea, pertencente a familia Fabaceae
(Leguminosae), sub-familia Caesalpinioideae, conhecida popularmente como
falso-barbatimdo (Figura 4). E perenifolia, heliéfita e caracteristica de formagdes
secundarias das florestas situadas em regides altas, como as florestas de pinhais dos
estados do Parana e de Santa Catarina, sendo encontrada raramente no interior da mata
primaria densa. Apresenta dispersdes irregulares e descontinuas, sendo bastante
adaptada a insolagao direta (LORENZI, 1998).

Pode atingir de 8-10 m de altura, com tronco de 30—40 cm de didmetro. Suas
folhas sdo compostas pinadas, tendo de 8-12 pares de foliolos de 3-5 cm de
comprimento. Sua madeira ¢ moderadamente pesada, compacta, dura e moderadamente
duravel, pode ser empregada para obras leves como caixotaria, confeccdo de
brinquedos, laminados, etc. Suas flores cobrem toda a copa, apresentando coloragao
amarela intensa, excelente para o paisagismo em geral. O periodo de floragdo ocorre
durante os meses de novembro—janeiro, ja a maturacdo dos frutos ocorre nos meses de

junho—julho (LORENZI, 1998).

Figura 4. Cassia leptophylla: detalhes da planta, flores, frutos, sementes, casca e
madeira (LORENZI, 1998).
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1.3. Alcaldides piperidinicos

O estudo dos alcaldides teve inicio em 1806, quando o farmacéutico alemao
Friedrich Serturner isolou pela primeira vez do o0pio de Papaver somniferum a morfina
(alusdo a Morpheus, deus dos sonhos na mitologia grega), cuja férmula estrutural sé foi
proposta em 1925, por Robinson (Figura 5) (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000;
YUNES; CALIXTO, 2001).

papoula morfina

Figura 5. Morfina, alcaloide isolado do latex da papoula de Papaver somniferum

O termo alcaloide foi cunhado em 1819 pelo farmacéutico alemao
Carl Meissner, lingliisticamente derivado da palavra arabe al-gali, denominacao vulgar
da planta da qual a soda foi originalmente obtida, representa os compostos nitrogenados
farmacologicamente ativos encontrados predominantemente nas angiospermas
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).

O uso de extratos vegetais contendo alcaldides como medicamentos, venenos e
em pog¢des magicas, pode ser observado desde os primodrdios da civilizagdo. Um
exemplo cléssico ¢ a bebida preparada a base de cicuta, contendo o alcaldide coniina,
utilizada em execugdes na Grécia antiga, como no caso do filésofo Socrates no ano de

399 a.C. (Figura 6) (BOER, 1950).
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“A morte de Socrates”, pintado por Jacques-Louis David em 1787.

Figura 6. Coniina, alcaldide isolado de Conium maculatum, causador da morte do
filosofo grego Socrates no ano de 399 a.C. (BOER, 1950)

Durante o Império Romano, Livia, esposa do Imperador Augusto, eliminava
seus inimigos e adversarios politicos assassinando-os em banquetes com o uso secreto
de beladona, fonte do alcaldide atropina o qual era adicionado aos alimentos
(SIMOES et al., 2003). A rainha Cleépatra utilizava extratos de Hyoscyamus niger,
fonte de atropina, para dilatar suas pupilas e parecer mais sedutora a seus rivais politicos

(Figura 7) (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).

HO

atropina

Figura 7. Atropina, isolada de Hyoscyamus niger (SIMOES et al., 2003)

No Brasil, os indios da bacia Amazonica utilizavam o extrato seco da planta
conhecida como curare (Strychnos castelnaeana), contendo o alcaldéide tubocurarina,
para preparar dardos e flechas envenenados a serem empregados na caga e nas guerras

(Figura 8) (PINTO, 1995).
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Indio preparando o curare tubocurarina
Strychnos castelnaeana

Figura 8. Tubocurarina, isolada de Strychnos castelnaeana, utilizada pelos indios nas
flechas para a caca (PINTO, 1995)

Desde a descoberta da morfina, mais de 12 000 alcaloides ja foram isolados.
Este vasto grupo de metabolitos com grande diversidade estrutural, representa cerca de
20% das substancias naturais descritas (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).
Pelletier tentando estabelecer uma definicdo para essa classe de substancias formulou
que: Um alcaloide seria uma substancia orgdnica, de origem natural, ciclica, contendo
nitrogénio num estado de oxida¢do negativo e cuja distribui¢do é limitada entre os
organismos vivos. Essa defini¢do, porém, excluiria compostos nitrogenados tais como:
aminas simples, aminodcidos, peptideos, proteinas, acidos nucléicos, nucleotideos,
porfirinas, vitaminas e compostos nitro e nitroso. Outras defini¢des foram cunhadas por
diferentes pesquisadores, contudo até o momento nenhuma se apresentou
completamente abrangente (SIMOES et al., 2003).

Alcaldides contendo um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico sdo
chamados de alcaldides verdadeiros e sdo classificados de acordo com o sistema anelar
presente na molécula. As substancias com o dtomo de nitrogénio ndo-pertencente a um
sistema heterociclico sao denominadas de protoalcaldéides. Compostos nitrogenados
com e sem anéis heterociclicos que nao sido derivados de aminoécidos s@o chamados de

pseudoalcaldides (SIMOES et al., 2003).
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1.3.1. Proposta biossintética para os alcaldides piperidinicos

Os alcaldides piperidinicos apresentam uma grande diversidade quimica, sendo
metabolizados por animais, microrganismos e plantas (O’DONOVAN; KEOGH, 1968).
Devido a essa diversidade torna-se dificil estabelecer uma rota biossintética comum a
todos esses sistemas. Devido ao conhecimento milenar das propriedades da cicuta
(Conium maculatum L., Figura 6), seus alcaldides tém sido alvo de varios estudos ao
longo dos anos, com o objetivo de estabelecer a rota biossintética responsavel por essa
classe de metabolitos nas plantas superiores. Segundo Robinson (1917), a lisina (I) seria
o precursor do anel piperidinico na coniina (Figura 9). Uma etapa de desaminagdo,
seguida de descarboxilagdo do amino 4cido I levariam a um intermedidrio
A'-piperidinico (II). Condensagéo de II com 4cido acetoacético levaria ao intermediario
II, que apds reacdo de descarboxilagdo seguida de redugdo levaria a coniina. No
entanto, estudos utilizando compostos marcados mostraram insignificante atividade
atribuida aos alcaldides (LEETE, 1964). Schiedt e Hoss conseguiram comprovar a
incorporagdo de L-lisina-'*C na coniina, entretanto estudos de degrada¢io ndo foram
realizados para determinar se o radioisOtopo estava presente no anel piperidinico
(LEETE, 1964). Isso levou a suposicdo que a radioatividade observada na coniina
poderia ser atribuida a metabolizacio da L-lisina-'*C para unidades radioativas de

acetato e em seguida incorporagdo pela coniina (LOPEZ; CID; BIANCHINI, 1999).

0
)/j\ T /—\ )J\ o I T (j\/\
HoC CH
H,N~ HoN COOH % 3 N CHs N CHs

COOH COOH coniina

H+
I II III

Figura 9. Proposta de biogénese para os alcaldides da coniina a partir da lisina

Também foram realizados experimentos com acetatos marcados (radiois6topos),
mostrando que estes eram incorporados a cadeia piperidinica, indicando assim, como
precursor biossintético, uma cadeia policetidica de oito atomos de carbono linearmente
ligados por quatro unidades de acetato. O nitrogénio seria entdo incorporado pela
molécula por meio de reacdes enzimaticas, como mostra a Figura 4. Estudos de

degradagdo foram realizados para confirmagdo desta hipdtese (LEETE, 1964).
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Figura 10. Hipotese biossintética para os alcaldides da cicuta com base nos estudos de
marcagao isotdpica e de degradacao (LEETE, 1964)

Desta forma poucos estudos sobre a biossintese dos alcaldides 3-piperidindis-
2,6-dissubstituidos, sdo descritos na literatura. No entanto, acredita-se que esses sejam
sintetizados pela mesma rota biossintética estabelecida para os alcaldides da cicuta
(Figura4) (BEVAN; OGAN, 1964; MULCHANDANI; HASSARAJANI, 1977;
BRUNETON, 1999).

1.4. Espécies de Senna e/ou Cassia como fontes de alcaldides piperidinicos.

Em 1964, foi isolada, pela primeira vez, a (-)-cassina (1) (Figura 11), presente
nas folhas de C. excelsa (HIGHET, 1964). Sua estrutura molecular e estereoquimica
foram discutidas e propostas por Highet e Highet (1966), mas a configura¢do absoluta
so foi estabelecida por Rice e Coke (1966). Em 1967, Lythgoe e Vernengo estudando

um espécime de C. carnaval Speg. isolaram das folhas desta planta quatro alcaloides,
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sendo a cassina o alcaldide majoritdrio e outros trés inéditos: carnavalina (2),
(+)-prosopinona (3) e o alcaléide D (4), cuja estereoquimica ndo foi definida
(LYTHGOE et al., 1972). Posteriormente, Christofidis et al. (1977), estudando os
extratos de C. spectabilis reisolou a cassina. Também foram isoladas a
(-)-6-iso-carnavalina (5), a (-)-espectalinina (6), 6-iso-cassina (7) e a (+)-espectalina (8)
(Figura 11). Em 1971, a cassina e a carnavalina foram identificadas nas flores de
C. jahnii, utilizada na medicina popular dos Andes Venezuelanos como purgativo
(MENDEZ, 1971). Além destes, neste mesmo espécime também foram encontrados
compostos antraquinonicos, bastante conhecidos pelo poder laxativo.

Um estudo de triagem biologica feito com espécies de leguminosas no estado de
Sdo Paulo levou a selegdo de Senna spectabilis, uma espécie ja relatada como fonte de
alcaloides piperidinicos (CHRISTOFIDIS et al., 1977; LYTHGOE et al., 1972). Estes
resultados, aliados ao fato de que alcaloides deste tipo sdo de particular interesse
cientifico devido as suas  propriedades  farmacoldgicas,  estimularam
Bolzani et al. (1995) a investirem no estudo quimico das folhas desta espécie. Foram
isolados sete alcaldides piperidinicos: (-)-espectalina (9), leptofilina A (10),
3-O-acetil-leptofilina A (11), leptofilina B (12), (-)-espectalinina (6), carnavalina (2) e
6-iso-carnavalina (5) (Figura 11), sendo que as substancias 9, 10 ¢ 11 apresentaram
atividade citotoxica seletiva em cepas de S. cerevisiae com deficiéncia no reparo do
DNA, sendo indicativo de atividade antitumoral potencial (BOLZANI et al., 1995).

Em estudos recentes, Kamo et al. (2003), isolaram de um espécime de
C. spectabilis coletada na Africa, dois alcaloides piperidinicos inéditos: espectaminas A
(13) e B (14) (Figura 11), identificados como inibidores especificos de anion superdxido
em macrofagos. Viegas Junior et al. (2004), estudando as flores de C. spectabilis,
isolaram trés novos alcaldides chamados de: (-)-3-O-acetil-espectalina (15),
(-)-7-hidroxi-espectalina (16) e 6-iso-espectalina (17), além da (-)-espectalina (9), ja
conhecida (Figura 11). A continuidade deste estudo pelo grupo demonstrou que
S. spectabilis biossintetiza uma grande variedade destes alcaldides, e que alguns,
também apresentaram atividade analgésica, antiinflamatéria e no SNC como ¢ o caso
dos alcaloides inibidores de acetilcolinesterase (AChE) (ALEXANDRE-MOREIRA
et al., 2003; VIEGAS JUNIOR et al., 2005)
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Figura 11. Alcalodides piperidinicos isolados de espécies de Senna/Cassia



1.5. Consideracdes gerais sobre a espectrometria de massas ioniza¢do por

electrospray

Um espectrometro de massas pode ser entendido, como um instrumento
contendo uma fonte de ions, um separador ou filtro de massas (massa/carga — m/z) € um
detector. Embora, existam varias estratégias para a separacdo ¢ deteccdo, a etapa de
ionizagdo ¢ aquela com maior nimero de diferentes estratégias. Amostras sdlidas,
liquidas ou gasosas contendo espécies volateis ou nao e com interesses voltados desde a
analise elementar até a composicdo de proteinas, requerem diferentes processos de
ionizagdo. Nesse contexto, surgiu a ionizagdo por electrospray como uma alternativa
para a geracdao de ions a partir de espécies pouco volateis presentes em fase liquida
(MORAES; LAGO, 2003).

O electrospray foi sugerido como um possivel modo de ionizagdo para
espectrometria de massas por Dole em 1968. No entanto, seus experimentos ndo foram
convincentes, pois estes visavam a analise de espécies poliméricas, como poliestireno,
que ndo estdo ionizados em solucdo. Foi somente em 1984 que Yamashida e Fenn
demonstraram a aplicabilidade da fonte de electrospray como um método de ionizagdo
branda (MORAES; LAGO, 2003).

Segundo Pinto et al. (2002), foi a partir da década de 90 que a técnica de
electrospray se desenvolveu e seu emprego se estendeu as andlises de moléculas
termoldbeis, complexos organo-metdlicos e moléculas de elevada massa molecular
incluindo polimeros e proteinas.

A versatilidade da técnica de electrospray, permitindo o acoplamento com
técnicas cromatograficas como a CLAE ou ainda a analise seqiiencial (tandem), t€ém se
desenvolvido e possibilitando estudos qualitativos e quantitativos ou mesmo de

determinagoes moleculares (PINTO et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

1)

2)

3)

Estudo dos frutos de Senna spectabilis visando o isolamento de novos
alcaldides piperidinicos bioativos.

Verificacdo da atividade inibidora de acetilcolinesterase e seqiiestradora de
radicais livres, pelos alcaloides isolados de S. spectabilis.

Estudo comparativo de S. spectabilis e Cassia leptophylla para obtengdo do

perfil micromolecular destas duas espécies.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentag¢ao

As andlises espectrométricas foram realizadas utilizando-se os seguintes
equipamentos:

v Espectrometro de ressonincia magnética nuclear (RMN) Bruker modelos
AC-200F (4,7 Tesla), operando em freqiiéncia de 200 MHz para os ntcleos de
hidrogénio e 50 MHz para o carbono.

v’ Espectrometro de RMN Varian INOVA 500 (11,7 Tesla), operando em
freqiiéncia de 500 MHz para os nucleos de hidrogénio e 125 MHz para o
carbono.

v Cromatografo liquido da marca Varian ProStar, consistindo de uma bomba
ternaria mod. 240, um detector de arranjo de diodo mod. 330 e um injetor
automdtico mod. 410, controlados pelo programa Star Chromatography
Workstation versao 5.3. As colunas utilizadas foram: Phenomenex LC18 5 pm,
250 x 4,6 mm e Phenomenex Phenyl-Hexyl Spm, 250 x 4,6 mm.

v Espectrometro de massas de baixa resolugdo do tipo triplo quadrupolo (Quattro-
LC, Micromass, Manchester, UK). As amostras foram introduzidas utilizando
uma seringa de fluxo (10 pL.min™"). Apos analise das condi¢des experimentais,
o capilar foi aquecido e polarizado a 250°C e 3kV. Aplicou-se um cone de
energia constante de 20V para a extracao dos ions e os dados de massas finais
foram adquiridos no modo positivo.

v' Espectrofotometro na regido do infravermelho da marca Nicolet, modelo
IMPACT 400. As pastilhas foram preparadas utilizando KBr como suporte.

v Ponto de fusio foi medido em aparelho digital da marca Micro Quimica, modelo
MQAPF - 301.

v" Espectrofotometro (UV/Visible Spectrophotometer), da marca Amersham

Biosciences, modelo Ultrospec 2100 pro.
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3.2. Materiais Utilizados

3.2.1. Solventes

Acetonitrila (CH;CN): Mallinkrodt Chromar® HPLC
Metanol (CH;OH): J. T. Baker; Baker Analyzed® HPLC
Acido acético glacial (H;CCO,H): Quemis P.A. ACS
Acido sulfarico (H,SO4): Quemis P.A. ACS

Eter etilico ((CH3CH,),0): Synth P.A. ACS

Cloreto de metileno (CH,Cl,): Synth P.A. ACS
Cloroférmio (CHCIs): Synth P.A. ACS

Hidréxido de amonio (NH4OH): Synth P.A. ACS
Trietilamina ((H;CCH3)3N) 99% ACROS Organics

NN N N N U U N NN

Solventes grau técnico, purificados em destilador semi-industrial com coluna de

fracionamento (4 m de altura): hexano, acetato de etila, etanol, metanol, acetona.

(\

Agua deionizada em aparelho da marca Milli-Q plus

v Solventes deuterados:

» Cloroformio-d 99,8% ACROS Organics

> Metanol-d4 99,8% Cambridge Isotope Laboratories, Inc

3.2.2. Cromatografia

Para as separagdes cromatograficas em coluna aberta foram utilizadas as seguintes

fases estaciondrias:
v' Alumina neutra (Al,03) Sigma
v" Silica gel (SiO,) para cromatografia flash (0,035 — 0,070 mm, didmetro de poro

ca 6 nm) ACROS Organics

Para a cromatografia em camada delgada foram utilizadas as seguintes fases

estacionarias:
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v" Placas comerciais de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UVas4)
0,20 mm de espessura

v" Placas comerciais de alumina (UV»s4) 0,20 mm de espessura Macherey-Nagel

v’ Placas de silica gel 60 G e Alumina G, preparadas aplicando-se uma suspensio
da fase em 4gua destilada, na propor¢ao 1:2 (m/v), sobre placas de vidro de 5, 10
e 20 x 20 cm, obtendo-se espessuras variadas do adsorvente (0,25; 0,50; 0,75 e
1,00 mm) através de espalhador Quickfitt. Depois de preparadas, as placas foram
secas a temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente 6 h e em
seguida ativadas em estufa a 120 °C, por 2 h. As revelagdes foram feitas por:
irradiacao ultravioleta (UV 254 ou 366 nm) ou por nebulizacdo dos reveladores

descritos no item 3.3

3.3. Reveladores Utilizados

As visualizagdes em placas cromatograficas utilizaram os seguintes reveladores

(TOUCHSTONE, 1978):

3.3.1. Revelador de Iodocloroplatinato

Solugdo A: Solugdo aquosa a 5% (m/m), de 4&cido hexacloroplatinico (IV)
(H2(P1Clg).6H,0).

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

Solugdo spray: Misturar uma parte da Sol. A com nove partes da Sol. B e diluir com
volume igual de agua.

Resultados: Detecta alcaloides

3.3.2. Revelador Dragendorff

Solugao A: 0,85 g de subnitrato de bismuto (BiONO;) numa mistura de 10 mL de acido
acético glacial e 40 mL de agua.
Solugdo B: 8 g de iodeto de potassio (KI), em 20 mL de agua.

Solugdo estoque: Misturar partes iguais das Solugdes A e B.
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Solugdo spray: Misturar uma parte da solugdo estoque, duas partes de acido acético e
dez partes de agua.

Resultados: Detecta alcaloides

3.3.3. Revelador de Anisaldeido

Anisaldeido/HOAc/MeOH/H,SO4 (1:20:170:10).
Obs.: Adicionar os reagentes nessa mesma ordem e de preferéncia em banho de gelo.

Resultado: Revelador universal.

3.3.4. Iodo Sublimado

Utilizou-se camara de vidro saturada por vapor de Iodo so6lido (I,).

Resultado: Revelador universal.

3.4. Preparo do Material Vegetal

O material vegetal de Cassia leptophylla foi coletado no Instituto de Botanica de
Sao Paulo, no qual esta depositada a exsicata sob o n° SP 370 916. A coleta do material
vegetal de Senna spectabilis foi feita no Instituto de Quimica de Araraquara e sua
exsicata estd depositada no Instituto de Botanica de Sao Paulo sob o n® SP 370 917.

Os materiais foram separados em folhas e flores de C. leptophylla e flores e
frutos de S. spectabilis (Tabela 1). Como sugerido por Simdes et al. (2003), as folhas e
flores de C. leptophylla e flores de S. spectabilis foram secas em estufa provida de
sistema de circulacdo forcada de ar por um periodo de cinco a seis dias a temperatura de
40 °C. Em seguida foram triturados em moinho de facas e submetidos a extragdo com
etanol. Os frutos de S. spectabilis foram triturados verdes e em seguida preparado o
extrato etanolico.

O processo de extra¢do e concentracdo foi repetido cinco vezes, com intervalo
de aproximadamente cinco dias entre uma extra¢do e outra, obtendo-se assim os quatro

extratos mostrados na Tabela 1.
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3.5. Particao liquido/liquido

Para o estudo dos frutos de S. spectabilis foi inicialmente adotado um
procedimento de particdo liquido/liquido do estrato etandlico (EESS-Fr). Foram
dissolvidos cem gramas deste extrato em metanol/agua (4:1) e submetidos a parti¢ao
liquido-liquido com hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, sucessivamente

(Figura 12).

EESS-Fr (100 g)

1. Solub. MeOH/H,0 4:1 (500 mL)
2. Filtragao

|

Residuo insoluvel Sol. hidrometanoélica
SSFr - RS
10,66 g hexano (5 x 200 mL)
F. hexinica . e
SSFr — Hex Sol. hidrometandlica
0,89 ¢

CH,Cl, (5 x 200 mL)
l Concentracio,

secagem e filtracio

Sol. hidrometandlica

F. CH,ClL,
SSFr 'CHzClz
AcOEt (5 x 200 mL) 5,66 g

Concentracio,
secagem e filtracio

Sol. hidrometanélica

F. AcOEt
SSFr - AcOEt
-BuOH 2 L
l n-BuOH (3 x 200 mL) 187 ¢
F. n-BuOH F. hidrometanélica
SSFr - n-BuOH SSFr — MeOH/H,,0O
16,88 g 2541¢g

Figura 12. Particdo do extrato dos frutos do espécime S. spectabilis

3.6. Preparo das amostras para CLAE

O pré-tratamento das amostras foi feito segundo o esquema da Figura 13, onde
foi tomado um grama de cada um dos extratos descritos na Tabela 1. Depois de tratados,
foi retirada uma aliquota de cada uma das fragdes, agora isentas de substancias
lipofilicas. Foram preparadas solugdes de concentracdo 1 mg/mL, as quais foram
mantidas em repouso por um periodo de 12 h em eppendorf. Em seguida, foi feita nova

filtragdo utilizando um sistema constituido de uma seringa adaptada com uma
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membrana de politetrafluoroetileno (PTFE), didmetro de poro de 0,45 pm da marca

Gelman, coletando o filtrado em frasco de 1,5 mL.

EECL-FI 1s
EECL-Fo
EESS-FI 1. Solub. MeOH/H;0 4:1 (25 mL)
EESS-Fr olub. 1
2. Filtracao

l

Residuo insoluvel

Sol. hidrometanélica

hexano (3 x 25 mL)

l l

F. hexanica F. hidrometanolica

Figura 13. Pré-tratamento das amostras, extragdo de substancias lipofilicas

3.7. Extracao acido/base

A extracdo acido/base foi feita segundo o esquema da Figura 14, partindo-se de
2 g de cada um dos extratos descritos na Tabela 1, até a obten¢do da fragdo alcaloidica

CH,Cl; (alcaldides totais) (SRIPHONG et al., 2003).
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2g < /1 EECL-FI

EECL-Fo
1. Solub. H,S0, 5% (30 mL) EESS-FI
2. Filtracao )

EESS-Fr

!

Residuo insolavel Sol. acida

hexano (3 x 20 mL)

F. hexanica Sol. acida

1. NH,OH até pH=9 11
2. CH,Cl, (3 x 20 mL)

l Alcaloidica

F. CH,ClL,

Sol. alcalina

n-BuOH (3 x 20 mL)

;

F. alcalina F. n-BuOH

Figura 14. Esquema modificado de extragdo acido/base para o isolamento dos
alcaldides piperidinicos (SRIPHONG et al., 2003),

3.8. Avaliacao das atividades antioxidante e anticolinesterasica

3.8.1. Ensaio espectrofotométrico com 2,2-difenil-picrilhidrazina (DPPH)

Em solucgdo, o radical DPPH apresenta cor violeta intensa que é conseqiiéncia do
elétron desemparelhado (radical livre estavel). Esse radical tem um maximo de absor¢ao
em 517 nm, um decréscimo na absorbancia devido a ligacdo com um hidrogénio
radicalar, cedido pela espécie antioxidante, e conseqiiente estabilizagdo do radical ¢

indicado pela mudanga de cor violeta para amarelo (Figura 15) (SON; LEWIS, 2002).
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O\N/O
|
N=
O,N NO, + RH S + R-*

antioxidante 517 nm

NO,

DPPH

Figura 15. Reacdo de redu¢do do radical DPPH

Foram preparadas solugdes metandlicas de diferentes concentragdes (15, 30, 60,
120 e 180 uM ) de cada uma das substancias a serem analisadas (1 mL). Como fonte de
radicais livres foi utilizada uma solu¢do metanoélica de DPPH (100 uM, 2 mL). Foram
misturadas em tubo de ensaio, sendo que mistura reacional apresentou as seguintes
concentragdes 5, 10, 20, 40 ¢ 60 uM num volume final de 3 mL. Os ensaios foram
ralizados em triplicata e as leituras da absorbancia realizadas depois de 30 minutos.
Como padrao positivo foi utilizado o flavondide rutina, nas mesmas condi¢des descritas.
Os resultados foram plotados numa curva analitica de absor¢do pela concentragdo.

Todos os alcaloides isolados foram submetidos ao ensaio.

3.8.2. Avalia¢ao da atividade anticolinesterasica

O ensaio quali e quantitativo por bioautografia (Cromatografia em Camada
Delgada — CCD) consiste no desenvolvimento de uma cromatoplaca da substancia em
analise, juntamente com um controle positivo inibidor da enzima acetilcolinesterase
(AChE) (galantamina, Figura 16). Para os ensaios quantitativos (Concentra¢ao Inibitoria
Minima — CIM) foram aplicadas quantidades conhecidas e em ordem decrescente de
massa, do controle e da amostra, objetivando encontrar a menor quantidade inibidora de
AChE, que possa ser observada visualmente.  Apods o desenvolvimento da
cromatografia, a placa foi borrifada com a solu¢do da enzima AChE (6,66 U)
(Solugdo A) e o solvente evaporado com secador de cabelo. A placa cromatografica foi
incubada em camara umida fechada a 37 °C por 20 minutos, e em seguida borrifada

com a Solugdo D (MARSTON; KISSLING; HOSTETTMANN, 2002).
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A coloracao roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de
mancha branca (indicacdo de inibicdo da rea¢do enzimadtica), sobre um fundo de
coloracdo roxa indica que houve inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase. A
Figura 17 mostra um esquema das reagdes que se sucedem até o aparecimento da

coloragao na cromatoplaca (MARSTON; KISSLING; HOSTETTMANN, 2002).

Os resultados foram observados e fotografados em camera fotografica Epson e

os valores de Ry calculados para os halos onde houve inibi¢do da enzima.
Solu¢oes:

Soluc¢do A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n°® C2880) dissolvida em
150 mL do tampao Tris-HCI (0,05 M; pH=7.9), a solucdo estoque serd armazenada a 4

°C, no momento do uso sera adicionado 0,1% de albumina de soro bovino fragdo V;
Solugao B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol;
Solug¢ao C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de 4gua destilada;

Solucio D: mistura de 10 mL da solucido B + 40 mL da solucao C.

H,CO

Figura 16. Galantamina, controle positivo nos ensaios de inibi¢do de AChE
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OCOCH;

acetato de 1-naftila a—naftol

H3CO

H3CO

Corante azdico
(roxo)

OH
AChE

<] ] B

OCH;
Sal fast blue B

OH OH
N=” O Q “=N
OCH;

Figura 17. Reagdo da AChE com acetato de I-naftila e subseqliente formacdo do

corante azoico roxo no bioensaio em CCD
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das matrizes de S. spectabilis e C. leptophylla foram preparados os
extratos descritos na Tabela 1. As folhas e flores de C. leptophylla e as flores de
S. spectabilis foram secas em estufa por um periodo de cinco a seis dias em temperatura
de 40 °C. Em seguida foram triturados em moinho de facas e submetidos a extragdo com
etanol. Os frutos de S. spectabilis foram coletados verdes devido ao processo de
maturagdo levar ao apodrecimento da grande maioria. Logo apds a coleta, foram
triturados em liquidificador e submetidos a extracdo com etanol. O processo de extragao
e concentracao foi repetido cinco vezes, com intervalo de aproximadamente cinco dias
entre uma extracao e outra, obtendo-se assim os quatro extratos mostrados na Tabela 1.
Foi possivel observar o baixo rendimento no preparo dos mesmos, o que pode levar a
necessidade de grandes quantidades do material vegetal, caso existam micromoléculas

ativas minoritarias.

Tabela 1. Material vegetal dos espécimes coletados.

E massa do mat. | Siglado | massade | Rendimento
veg. seco (g) extrato | extrato (g) (%)
Cassia leptophylla — flores 285,30 EECL-F1 63,53 22,27
Cassia leptophylla — folhas 1 294,05 EECL-Fo 69,92 5,40
Senna spectabilis — flores 950,38 EESS-FI 184,03 19,36
Senna spectabilis — frutos 7 983,09 EESS-Fr 675,71 8,46

* massa do material vegetal verde

4.1. Estudo fitoquimico dos frutos de Senna spectabilis

Inicialmente o extrato etandlico dos frutos de S. spectabilis (EESS-Fr) foi
submetido a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) para confirmagao
da presenca de alcaldides, classe essa ja isolada anteriormente das flores desse mesmo
espécime. Foram utilizadas cromatoplacas de silica ou alumina, eluente
CHCI3:MeOH:NH; (9:1:0,25) e revelador de Dragendorff ou Iodocloroplatinato
(ICIPt), indicadores da presenca de alcaldides. Confirmada a presengca dos mesmos,
100 g de EESS-Fr foram submetidos a particdo liquido/liquido, conforme descrito no
item 3.4 (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).
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Uma observagdo a ser feita ¢ que a somatoria das massas obtidas no processo de
particdo ¢ bem menor que a massa de partida, o que pode ser explicado pela presenca de
solvente no extrato inicial, uma vez que o mesmo ndo foi concentrado até a secura,
enquanto que para as fragdes obtidas da particdo houve a eliminagdo quase que total do
solvente.

A andlise por CCDC das fragdes da parti¢do indicou que a maior concentragao
de alcaldides estava na fragdo CH,Cl,, chamada de SSFr — CH,Cl, (5,66 g). Dessa
fragdo (1 g), foi submetido a cromatografia em coluna (CC), utilizando como fase
estacionaria (FE) alumina neutra (150 g). A eluicdo foi feita em gradiente de
Hex/Et,0 1:1 até¢ 100% de Et,0, seguida de Et,0O /MeOH 100:0 até 100% de MeOH,
obtendo-se assim um total de 30 sub-fra¢des. A anélise por CCDC permitiu reagrupar as
sub-fracdes em 7 grupos, sendo PMC.01 F1-3 e PMC.01 F.20-28 as que apresentaram
misturas de alcaldides em quantidade suficiente para serem novamente submetidos a
processos de fracionamento (Figura 18).

A sub-fragdo PMC.01 F1-3 (30,4 mg) apresentou uma mistura de dois
alcaloides, os quais foram separados por CC (PMC.06), utilizando como FE alumina
neutra (3 g), sistema de solvente (CH,Cl,/MeOH 99:01) otimizado em CCD, mantido
até a eluicdo da primeira substancia (alcaléide 20). Em seguida foi aumentada a
polaridade gradativamente até a elui¢do da segunda substancia (alcaldide 1) (Figura 18).

A sub-fragdo PMC.01 F28-30 (402,6 mg) apresentou absor¢do significativa sob
lampada na regido do ultravioleta (UV). Essa fra¢ao foi analisada por CLAE, indicando
a presenca de pelo menos quatro substancias com espectros na regido do UV bastante
semelhantes (Figura 19). Parte dessa sub-fracdo (200 mg), foi submetida a CC
(PMC 05), utilizando como FE silica gel (9 g). O sistema de solvente foi otimizado em
CCD e consiste em AcOEt/MeOH/TEA 9:1:0,01.

Sendo os alcaloides substancias com carater basico, sua separagdo se torna
extremamente dificil quando se utiliza silica como FE, devido aos grupos silandis, sitios
com carater acido, reterem fortemente essas micromoléculas. Para diminuir esse tipo de
interagdo (silandis e os alcaloides), foi adicionado trietilamina (TEA) a fase modvel
(amina competidora), diminuindo assim a retencdo dos alcaldides e facilitando a
separacdo (McCALLEY, 2002; PAHL et al., 1997). Foram coletadas 50 sub-fracdes as
quais foram reunidas por CCDC. Desse fracionamento foram isolados os alcaloides 18 e

19 como mostra o esquema da Figura 18.
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SSFr- CH,Cl; (1 g)
PMC.01
FM: Hex/Et,0 — Et;0/MeOH
v \ 4
30,4 mg 402,6 mg
PMC.06 200 mg
CCALO;(3g)
FM: CH,ClyMeOH (99:01) PMC.05
v CCSiO, (92
l l FM: AcOEt/MeOH/TEA (9:1:0,01)
PMC.06 F3-5 PMC.06 F8-16
34 mg 9 mg
PMC.05 F7-11 PMC.05 F20-29
20,2 mg 36,5 mg
Alcaldide 20 Alcaloide 1
Alcalodide 18 Alcaloide 19

Figura 18. Esquema de purificagdo da fragdo SSFr — CH,Cl,

Espectro na regido do UV

t

krifi)

88888
23985

nm

Figura 19. Cromatograma da sub-fragdo PMC.01 F28-30. Condigdes cromatograficas:
coluna Phenomenex LC18 5 um, 250 x 4,6 mm, fase movel: 5 a 100% de ACN — HOAc
5%, (30 min), fluxo: 1 mL/min, detecgdo: UV 254 nm
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4.2. Elucidacao estrutural dos alcaléides isolados

4.2.1. Elucidacao estrutural do alcaléide 1

O alcaloide 1 foi isolado como um solido de coloragdo amarela palida,
apresentando um ponto de fusdo entre 52-55 °C. A analise do espectro na regido do
infravermelho (IV), permitiu identificar uma banda em 3408 cm, proveniente do
estiramento do grupo O-H livre. O estiramento do grupo —OH ligado foi observado em
3152 cm’', como uma banda larga, indicando que a funcio estaria participando de uma
liga¢do de hidrogénio intramolecular. Nao foi possivel observar a banda proveniente do
estiramento do grupo amino secundario, provavelmente sobreposta pelas bandas do
grupo hidroxila. Os estiramentos assimétrico e simétrico dos grupos C—H alifaticos
foram visiveis em vy, 2924 e v, 2854 cm'l, respectivamente. A banda relativa ao
estiramento da fungdo carbonila (C=0) de cetona foi observada em v 1709 cm™, assim
como as absorcdes relativas as deformagdes angulares assimétricas em v 1454 e

simétricas em v 1367 do grupo metila (Espectro 1).

Transmitancia (%)

L] I L] L] L] L] L] L]
4000 3500

T T T T
2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm'l)

T
3000

Espectro 1. Espectro na regido do IV (KBr), do alcaldide 1
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A andlise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls), do alcaldide 1
(Espectro 2), permitiu identificar um simpleto largo em 6 3,47, referente ao H-3
hidroximetinico. Um duplo quadrupleto em & 2,71, integrando para um hidrogénio, foi
atribuido a H-2, o qual apresentou somente acoplamento com H-7 (J = 6,5 Hz),
Tabela 2.

A extremidade da cadeia lateral, funcionalizada por um grupamento metil-cetona
foi identificada pela presenca de um tripleto em d 2,31, integrando para dois hidrogénios
e um simpleto em 6 2,03 integrando para trés hidrogénios, que foram atribuidos a
2 H-10" e 3 H-12', respectivamente. Esta deducdo foi confirmada pelo mapa de
contorno gHMBC (Espectro 12), que mostrou as interagdes ~J de H-10' e H-12' com
C-12' e C-10', respectivamente. O dupleto em & 1,05, integrando para trés hidrogénios
acoplando com H-2 no mapa de contorno gCOSY (Espectro 6), foi atribuido a H-7. Os
sinais relativos aos hidrogénios da cadeia lateral encontram-se sobrepostos na regido de
0 1,16 (Tabela 2).

O comprimento da cadeia lateral foi primeiramente proposto com base no valor
da integral de hidrogénios em 6 1,16, (18 hidrogénios) correlacionados aos metilenos da
cadeia, pela analise simultinea dos dados do mapa de contorno gHMQC (Espectro 11),

3C ¢ DEPT 135 (Espectros 8,9 e 10).

54



——2.026

HO.,
3 5
28
T 0N 11_CH 25
N /s, 3 .
H3C N /\/\/\/\/\”/ -
H I 3 s' 7 9 [
(0]
|
E
o
-
T T f[ |
- _/\Jl fil ld_., [ ukk,_h
1 T A S B S S S S S S NN S e B B N S S S S S B S S S S B S T —
9 8 7 [ 5 4 3 2 1 -0 ppm
O T T S
1.00 1.13 1.83  1.07
1.69 0.96 2.56 20.25

Espectro 2. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do alcaloide 1

55




—1.040

g P |' | i| ||
11, ] | i
R ‘ \ I I

' / \ n

A | ,"1| f— .\\ !| '._.'I !
A AWA , / \ [

i - o ’/__;' W S 0 M _ & o
L — S MM
ISD 1.‘&5 1.40 ;.35I 1.30 1 I25 1 IZﬂ 1.15 1_ 1;— 1.05 l._|00 ppm

Espectro 3. Ampliacdo do espectro 2 (6 1,0-1,5) do alcaloide 1
i
2|l .I‘
5 |
} | [l
: || g| ?
I . IE a;il!
I | n
| | .
11 | || f l'.l l
)7L A
2.3 2z 201 ) ite ils ppm
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Tabela 2. Dados de RMN 'H e gCOSY (500 MHz, CDCl3) do alcalide 1 *™¢

Posicao Oy, m, J gCOSY

2 2,71 dq (6,5; 1,0) H-7

3 3,47 sl H—4a, H-4b, H-2

4a 1,82 m H-3, H-4b, H-5a, H-5b
4b 1,41 m H-3, H-4a, H-5a, H-5b
Sa 1,40 m H—4a, H-4b, H-5b, H-6
5b 1,30 m H-4a, H-4b, H-5a, H-6
6 2,48 m H-5a, H-5b, H-1'

7 1,05 d (6,5) H-2

' 1,30 m H-6, H-2'-8'

28 1,16 sl H-1', H-10'

9 1,46 m H-10', H-2"-8'

10' 2,31t(7,5) H-9', H-12'
- e
12' 2,03 s H-10'

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno
® Constantes de acoplamento (J), expressas em Hz

“m = multiplicidade
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Espectro 7. Ampliagdo do espectro 6 (6 1,0—-1,8) do alcaldide 1

A atribui¢cdo dos carbonos do alcaldide 1 (Tabela 3), foi realizada conforme os
dados obtidos dos espectros de RMN de *C ¢ DEPT 135 (Espectros 8, 9 ¢ 10), e da
analise simultinea dos dados dos espectros de gHMQC (Espectro 11) e de 'H
(Espectros 2, 3, 4 e 5). O tamanho da cadeia lateral foi estimada pelo nimero de 4tomos
de carbono observados nos espectros de °C e DEPT (Espectros 8, 9 e 10), sendo

constituida por dez metilenos, uma carbonila e uma metila.
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Tabela 3. Dados de RMN °C, DEPT 135, gHMQC ¢ gHMBC do alcal6ide 1 *

Posicio d¢ DEPT 135 gHMQC gHMBC
2 55,8 CH 2,71 H-7, H-4a
3 67,7 CH 3,47 H-7
4 31,8 CH, 1,82 H-5a
5 25,7 CH, 1,40 H-3, H-1'
6 57,1 CH 2,48 H-1', H-5b
7 18,2 CH; 1,05 H-2
ik 36,4 CH, 1,30 H-3-§'
2 25,4 CH, 1,16 H-1'

3-8 29,1-29.4 CH, 1,19 H-9', H-10'

9 23,8 CH, 1,46 H-3- 8", H-10'
10' 43,7 CH, 2,39 H-9', H-12'
1 209,2 CH— H-10', H-12'
12! 29,7 CH; 2,03 H-10'

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno
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Espectro 12. Mapa de contorno gHMBC (500 MHz, CDCl3), do alcaldide 1
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66




Na Figura 20 sdo mostradas algumas correlagdes 'H-'""C, obtidas do mapa de

contorno gHMBC do alcaléide 1.

1

Figura 20. Correlagdes 'H-">C observadas no mapa de contorno gHMBC do

alcaloide 1

A Andlise do espectro de massas (Espectro 15), juntamente com os espectros de
RMN de *Ce DEPT, levaram a propor a férmula molecular C;sH3sNO,. O experimento
foi realizado no modo positivo com ionizacdo por electrospray (IES), com a amostra
solubilizada em MeOH:H,O (4:1). O espectro apresentou pico base m/z = 298, que
corresponde ao pico do ion quasi-molecular [M + H]", dado este que confirma o valor
da cadeia lateral em C—6 como sendo constituida por 12 atomos de carbono: dez
metilénos, uma carbonila e uma metila (Espectros 15 e 16). Isso indica que no espectro
de carbono, na regido de ¢ 29,1-29,4 (C-3' a C-8'), existem 6 metilenos, compativeis
com os observados no espectro de DEPT. O ion m/z = 298 foi selecionado e submetido
a fragmentagdo, produzindo como pico base o fragmento do ion gquasi-molecular
m/z =280, que foi atribuido a eliminacdo neutra de uma molécula de dagua
(IM + H-H,0]"), que se da por dissociagdo induzida por colisdo (DIC), ou seja,
colisdo das moléculas do gas (Ar) com os ions formados no electrospray. Para esse caso
mais especificamente sobre o 4tomo de hidrogénio beta, antiperiplanar a hidroxila,
como mostra o esquema de fragmentacdo da Figura 21. Também foi possivel observar
que existe, em menor propor¢ao (cerca de 33%), um homologo do alcaldide 1, com
massa molecular 325 que possui dois metilenos a mais (28 uma), evidenciado pelo pico
do ion guasi-molecular m/z =326, [M+ H]" (Espectro 17). Quando selecionado e
submetido a EM apresentou fragmentacdo com perda de 4gua, e uma regido de

impressao digital semelhante ao do alcaldide 1 (Figura 21).
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Espectro 17. IES-EM/EM ion quasi-molecular m/z = 326, homologo do alcaloide 1
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Figura 21. Proposta de fragmentacdo para o alcaloide 1 e seu homologo

Proposta de configuracio relativa para o alcaldide 1

A configuracido relativa do alcaldide 1, foi proposta com base no experimento de
NOESY 1D (Espectro 18). Quando irradiado o hidrogénio H-2 (6 2,71), foi possivel
observar as correlagdes com os hidrogénios H-3, H-4b ¢ H-7 (5 3,47; 1,41 e 1,05
respectivamente), indicando que esses estavam em posicao relativa alfa ou beta ao plano
do anel. A analise das constantes de acoplamento entre os hidrogénios H-2 ¢ H-3,
indicou acoplamento axial/equatorial (J,e = 1 Hz; a = 60°), quando comparado com a

curva de Karplus.

/‘Iﬁ\ H
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|
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T — T T T .
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Espectro 18. Espectro de NOESY 1D (500 MHz, CDCl;), irradiando o hidrogénio
02,71 do alcaloide 1
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4.2.2. Elucidacao estrutural do alcaldide 20

O alcaloide 20 foi isolado como um 6leo de coloragdo amarelo claro.

A andlise do alcaldide 20 por RMN 'H (Espectro 19) permitiu a identificagdo de

dois simpletos em: 6 2,06 (integrando para 3H) e 6 2,07 (integrando para 3H) que foram

atribuidos aos hidrogénios de duas metilas, uma metil cetona no final da extensao da

cadeia lateral em C—6 e a outra relativa ao éster ligado no C—3 do anel, respectivamente.

. .. 1 - ;e , . < qre
Os demais sinais de RMN de H sdo caracteristicos do nucleo piperidinico

2,6-dissubstituido, semelhantes aos da cassina 1, cujas atribui¢des estdo descritas nas

Tabelas 4 € 5.
. ':
H3C 1" O',///
\"/ N
o .\, 11_CH, .
H3C N /\/\/\/\/\"/ I
H 1 3 5 7 9" @
0 ;
I'd
. |
|
|
B ,,,JL A J_,J'\__,uduﬂuhi*’. s l‘--"’\i_ I
— T T T T T i
8 7 6 5 a 3 2 1 -0 ppm

Espectro 19. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) do alcaléide 20
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Espectro 20. Ampliacao do espectro 19 (6 2,4—4,8) do alcaloide 20

Tabela 4. Dados de RMN 'H e gCOSY (500 MHz, CDCl;) do alcaldide 20 > ¢

Posicao Oy, m, J gCOSY

2 2,91 q (6,5) H-7
3 4,81 s H—4a, H-4b
4a 1,96 m H-3, H-4b, H-5a, H-5b
4b 1,52 m H-3, H-4a, H-5a, H-5b
S5a 1,52 m H-4a, H-4b, H-5b
5b 1,48 m H-4a, H-4b, H-5a
6 2,60 m H-1'
7 1,10 d (6,5) H-2
I' 1,30 m H-6

2'- 8 1,19 sl H-9'
9 1,49 m H-2'-8', H-10'
10' 2,34t (7,5) H-9'
- e
12' 206s -
" e
2" 207s e

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno
® Constantes de acoplamento (J), expressas em Hz
“m = multiplicidade
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Espectro 21. Mapa de contorno gCOSY (500 MHz, CDCl3) do alcal6ide 20
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Espectro 22. Ampliacao do espectro 21 (6 1,0-3,0) do alcaloide 20
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Espectro 23. Ampliacao do espectro 21 (8 1,3-2,2) do alcaldide 20

A atribui¢ao dos carbonos do alcaloide 20 (Tabela 5), foi realizada conforme os
dados obtidos dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135 (Espectros 24, 25,26 ¢ 27), ¢
da anélise simultanea dos dados dos espectros de gHMQC (Espectros 28, 29 ¢ 30) e de
'H (Espectros 19 e 20). O tamanho da cadeia lateral foi estimada pelo numero de
atomos de carbono observados nos espectros de BC e DEPT (Espectros 24, 25, 26 ¢ 27),

sendo constituida por dez metilenos, uma carbonila e uma metila.
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Tabela 5. Dados de RMN "°C, DEPT 135, gHMQC ¢ gHMBC do alcal6ide 20 °

Posicao oc DEPT 135 gHMQC gHMBC
2 54,3 CH 2,91 H-7
3 69,8 CH 4,81 H-7
4 28,9 CH, 1,96; 1,52 H-5a, H-5b,
5 25,8 CH; 1,52; 1,48 no
6 56,9 CH 2,60 no
7 17,8 CH; 1,10 H-2
' 35,6 CH, no no
2' 25,2 CH, 1,19 H-3-8'
3-8 29,1-29.,6 CH; 1,19 H-2'-8', H-9', H-10'
9 23,8 CH; 1,49 H-10'
10' 43,8 CH; 2,34 H-2'-8', H-12'
oK 209,3 c H-10', H-12'
12' 29,8 CH; 206 0 -
1" 170,8 c - H-2"
2" 21,2 CH; 2,07 e

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno
no = nao observado
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Espectro 28. Mapa de contorno gHMQC (500 MHz, CDCls) do alcaldide 20
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Espectro 29. Mapa de contorno gHMQC (6 16,0-32,0) do alcaldide 20
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Espectro 30. Mapa de contorno gHMQC (6 40,0-75,0) do alcaloide 20
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Espectro 31. Mapa de contorno gHMBC (500 MHz, CDCls), do alcaldide 20
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Espectro 33. Mapa de contorno gHMBC (6 16,0-32,0) do alcaldide 20
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Espectro 35. Mapa de contorno gHMBC (6 170,0-215,0) do alcaldide 20

Na Figura 22 sdo mostradas algumas correlagdes 'H~"C, obtidas do mapa de

contorno gHMBC do alcaloide 20.

Figura 22. Correlagdes '

alcaldide 20

H-"C observadas no mapa de contorno gHMBC do

A Andlise do espectro de massas (Espectro 36), juntamente com os espectros de
RMN de BCe DEPT, levaram a propor a formula molecular C;sH37NO,. O experimento
foi realizado no modo positivo com ionizagdo por electrospray (IES), com a amostra

solubilizada em MeOH:H,0 (4:1). O espectro tem como pico do ion gquasi-molecular
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[M + H]" em m/z = 340 e pico base em m/z = 280, estes dados confirmavam o valor da

cadeia lateral em C—6 como sendo constituida por 12 4tomos de carbono: dez grupos

metilénicos, uma carbonila e um grupo metilico (Espectro 36). O fragmento do ion

quasi-molecular em m/z =280 foi atribuido a eliminag¢do neutra de uma molécula de

dgua (M + H — H,0]"). Também foi possivel observar a existéncia de um homoélogo

superior do alcaldide 20 com massa molecular 367 que possui dois grupos metilénicos a

mais (28 uma), evidenciado pelo pico do ion gquasi-molecular m/z =368, que

corresponde a [M + H]" (Espectro 37). Este foi submetido ao EM/EM apresentou

fragmentacdo com perda da acetila semelhante a perda de dgua do alcaloide 20 (Figura

21).
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Espectro 36. IES-EM/EM ion guasi-molecular m/z = 340 do alcaldide 20
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Espectro 37. IES-EM/EM ion quasi-molecular m/z = 326, homologo do alcal6ide 20
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Proposta de configuracio relativa para o alcaldide 20

A configuracdo relativa do alcaldide 20 foi proposta com base no experimento
de NOESY 1D (Espectro 38). Quando irradiado o hidrogénio H-2 (6 2,71), foi possivel
observar as correlagdes com os hidrogénios H-3, H-4b ¢ H-7 (6 3,47; 1,41 ¢ 1,05
respectivamente), indicando que esses estdo do mesmo lado, abaixo ou acima (alfa ou
beta) ao plano do anel. A andlise das constantes de acoplamento entre os hidrogénios
H-2 e H-3, indica acoplamento axial/equatorial (J,e = 1 Hz; o = 60°), quando

comparado com a curva de Karplus.

— 4,845

155

1

CH; ||

Espectro 38. Espectro de NOESY 1D (500 MHz, CDCl;), irradiando o hidrogénio
4 2,91, do alcaldide 20

4.2.3. Elucidacio estrutural do alcaldide 18

O alcaloide 18 foi isolado como um o6leo de coloracdo amarelo intenso. A
analise do espectro na regido do IV permitiu identificar uma banda em 3422 cm’,
referente ao estiramento dos grupos N-H e O-H (provavelmente sobrepostos). Os
estiramentos assimétrico e simétrico dos grupos C—H alifaticos foram visiveis em
Vas 2924 ¢ v 2854 cm ™ respectivamente. Em 1707 cm™ foi observado banda referente

ao estiramento do grupo C=0O, seguida de uma banda em v 1595 atribuida aos
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estiramentos das ligagdes C=C do anel aromatico. Em v 1452 e¢ v 1369 cm’
observaram-se as bandas relativas as deformagdes angulares 0,5 € ds dos grupos CH; e
CH3, respectivamente ¢ em v 1258 cm™ a banda de deformagdo angular no plano de
C—H, seguida da banda em v 1161 cm” que foi atribuida ao estiramento C—O

(Espectro 39).
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Espectro 39. Espectro na regidao do IV (KBr), do alcaloide 18

A analise do alcaloide 18 por RMN 'H (Espectro 40) permitiu a identificagdo
dos sinais em 6 7,67 (1H, d, J=16 Hz) ¢ 6 6,43 (1H, d, J= 16 Hz) que foram atribuidos
a dois hidrogénios olefinicos vicinais (H-7" e H-8") com configuragdo frans. Os sinais
em 6 7,08 (1H, d, J = 2 Hz), 6 7,07 (1H, dd, J = 2,0 e 8,0 Hz) e 8 6,90 (1H, d,
J=28,0 Hz), foram atribuidos a um sistema aromadtico 1,3,4-trissubstituido. Pelas
constantes de acoplamento medidas no espectro de RMN de 'H (Espectro 40, Tabela 6)
e pelo mapa de contorno 'H-"H gCOSY (Espectro 44), estes sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H-2", H-6" e H-5", respectivamente. O sinal em 6 4,98 (1H, sl) foi
caracterizado para H-3. Em & 3,93 observou-se um sinal integrando para trés
hidrogénios, caracteristico de um grupo metoxila ligado ao anel aromatico o qual foi

atribuido a H-10". Os demais sinais de RMN de 'H sdo caracteristicos do nucleo
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piperidinico 2,6-dissubstituido, semelhantes aos da cassina 1, cujas atribuigdes estdo

descritas nas Tabelas 6 ¢ 7.
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Espectro 40. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do alcal6ide 18
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Espectro 41. Ampliacao parcial (6 1,1 — 3,0) do espectro 40, alcaloide 18
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Espectro 42. Ampliacao parcial (6 2,5 — 5,0) do espectro 40, alcaloide 18
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Espectro 43. Ampliacao parcial (6 6,4 — 7,8) do espectro 40, alcaloide 18
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Tabela 6. Dados de RMN 'H e gCOSY (500 MHz, CDCl;) do alcaldide 18 > ¢

Posicao Oy, m, J gCOSY

2 2,99 dq (1,5; 6,5) H-7

3 4,98 sl (1,5) H-2, H-4a, H-4b

4a 2,07 m H-3, H-4b, H-5a, H-5b
4b 1,65 m H-3, H-4a, H-5a, H-5b
Sa 1,59 m H—4a, H-4b, H-5b, H-6
5b 1,38 m H-4a, H-4b, H-5a, H-6
6 2,64 m H-5a, H-5b

7 1,15d (6,5) H-2

I' 1,56 m H-2'-8'

28 1,26 sl H-1', H-9'

9 1,56 m H-2'-8', H-10'

10' 2,40t (7,5) H-9', H-12'
- e

12' 2,08 s H-10'

M

2" 7,08d (200 -

3

4" .

5" 6,90 d (8,0) H-6"

6" 7,07 dd (2,0; 8,0) H-5"

7" 7,67 d (16,0) H-8"

8" 6,43 d (16,0) H-7"

o"
10" 393s -

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno
® Constantes de acoplamento (J), expressas em Hz, ¢ m = multiplicidade
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Espectro 44. Mapa de contorno gCOSY (3 1,0-5,0) do alcaldide 18
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Espectro 45. Mapa de contorno gCOSY (6 6,3-7,8) do alcaldide 18

Os espectros de RMN de >C (Espectro 46) ¢ DEPT 135 (Espectro 48)

mostraram a presenca de 5 carbonos quaternarios, 8 carbonos metinicos, 6 carbonos

metilénicos (varios sinais aparecem sobrepostos na regido de o6 29,1 — 29)7) e

3 carbonos metilicos. A atribuicdo dos carbonos do alcaldide 18 esta compilada na

Tabela 5 e estdo em conformidade com os dados dos mapas de contorno gHMQC

(Espectros 50, 51 e 52) e gHMBC (Espectros 53, 54 ¢ 55).
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Tabela 7. Dados de RMN °C, DEPT 135, gHMQC ¢ gHMBC do alcal6ide 18 *

Posicao oc DEPT 135 gHMQC gHMBC

2 54,3 CH 2,99 H-7
3 70,1 CH 4,98 H-2, H-7
4 29,1 CH, 2,07; 1,65 H-5a, H-5b,
5 25,9 CH, 1,38; 1,59 no
6 56,8 CH 2,64 no
7 18,3 CH; 1,15 H-2
' 37,0 CH, no no
2' 26,5 CH, 1,28 no

3-8 29,3-29,7 CH; 1,26 H-1', H-3'-8', H-9'
9 23,8 CH; 1,56 H-3'-8', H-10'
10' 43,8 CH, 2,33 H-3'-8', H-9', H-12'
1 209,4 c - H-9', H-10', H-12'
12' 29,8 CH; 2,12 H-10'
1" 127,0 c - H-2", H-5", H-6", H-8"
2" 109,3 CH 7,08 H-6", H-7"
3" 146.,9 c - H-2", H-5", H-10"
4" 148,1 c H-2", H-5", H-6"
5" 114,8 CH 6,90 H-6"
6" 123,3 CH 7,07 H-2", H-5", H-7"
7" 144.9 CH 7,67 H-2", H-6"
8" 115,7 CH 643 -
9" 167,0 c - H-7", H-8"
10" 55,9 CH; 393 e

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno

no = ndo observado
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Espectro 50. Mapa de contorno gHMQC (5 14,0-34,0; 500 MHz; CDCl;) do
alcaloide 18
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Espectro 51. Mapa de contorno gHMQC (6 40,0-73,0) do alcaloide 18
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Espectro 52. Mapa de contorno gHMQC (8 105,0-149,0) do alcaloide 18
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Espectro 53. Mapa de contorno gHMBC (8 20,0-75,0) do alcaldide 18
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Espectro 54. Mapa de contorno gHMBC (6 108,0-172,0) do alcaldide 18
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Espectro 55. Mapa de contorno gHMBC (8 140,0-214,0) do alcal6ide 18
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Na Figura 23 sio mostradas algumas das correlagdes 'H-">C, observadas no

mapa de contorno gHMBC do alcaléide 18.

/\/\/\/\w3

H-"C observadas no mapa de contorno gHMBC do

Figura 23. Correlagdes '

alcaloide 18

As posi¢des da metoxila e da hidroxila, substituintes do anel aromatico, foram
estabelecidas pelo experimento de NOESY 1D (Espectro 56). Foram irradiados os
hidrogénios da metoxila e observado apenas uma correlacio com o hidrogénio H-2",
indicando assim que a metoxila encontra-se na posicao 3 (orto) e a hidroxila na posi¢ao
4 (para), em relagdo ao substituinte olefinico. Este substituinte, com a metoxila na
posicdo 3, ¢ bastante conhecido na literatura (acido fertlico) e os dados de RMN de 'H

e de 1°C sdo idénticos aos descritos (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1985).

7.082

937

3

Espectro 56. Experimento de NOESY ID (500 MHz, CDCIl;), irradiando os
hidrogénios do grupo metoxilico em 6 3,93 do alcaldide 18
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A Anélise do espectro de massas (Espectro 40), RMN de °C e DEPT,
conduziram a formula molecular C,3H43NOs. O experimento foi realizado no modo IES
positivo com a amostra solubilizada em MeOH:H,O (4:1). O espectro apresentou o pico
base em m/z =474, que corresponde ao pico do ion gquasi-molecular [M + H]
(Espectro 57). Esse ion quando submetido EM apresenta fragmentos em m/z = 298, 280,
177 e 144 (Espectro 58), como mostra o esquema de fragmentagdo na Figura 24.
Também foi possivel observar que existe um homoélogo dessa substdncia com massa
molecular 501 que corresponde a dois metilenos a mais (28 uma), evidenciado pelo pico
de fon quasi-molecular em 502 que corresponde a [M + H]" (Espectro 59). Esse pico
quando submetido a EM apresentou fragmentacdo semelhante ao alcaloide 18

(Figura 24).

100 47468

z98.58

[+ S N S - SRR & S Y S — ==~
200 z60 300 3so 400 450 500 560 so0 aso Foo 750 800 aso 200 50 1000

Espectro 57. Espectro de IES—EM (modo positivo) do alcaldide 18

—
100+ 177.00

280.17

298.19
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

Espectro 58. Espectro de IES-EM/EM do ion gquasi-molecular m/z = 474 do
alcaloide 18
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Espectro 59. Espectro de IES-EM/EM do ion quasi-molecular m/z =502, homdlogo do
alcaloide 18
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Figura 24. Proposta de fragmentacdo para o alcaloide 18 e seu homologo
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Proposta de configuracio relativa para o alcaldide 18

A configuracdo relativa do alcaldide 18 foi proposta com base no experimento
de NOESY 1D (Espectro 60). Quando irradiado o hidrogénio H-2 (8 2,99), foi possivel
observar as correlagdes com os hidrogénios H-3, H-4b, H-6 ¢ H-7 (6 4,98; 1,65; 2,64;
e 1,15 respectivamente), indicando que esses estavam em posicao relativa alfa ou beta
ao plano do anel. A andlise das constantes de acoplamento entre os hidrogénios H-2 e
H-3, indicou acoplamento axial/equatorial (J,e = 1,5 Hz; a = 60°), quando comparado

com a curva de Karplus.

P— 1 1]

~1.084

—~1.087

—n? 596

- 11
g 3
i | | I ‘
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: ' M |
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P . ‘tl{ I 1 S ppm
=N
RO |
H,C My
H=\% |

OCH;

Espectro 60. Espectro de NOESY 1D (500 MHz, CDCl;), irradiando o hidrogénio
0 2,99 do alcaloide 18
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4.2.4. Elucidacao estrutural do alcaldide 19

O alcaloide 19 ¢ um solido de coloragdo branca, que funde a 142-145 °C. A
analise do espectro no IV permitiu identificar uma banda em v 3443 cm™, indicando a
presenca de um grupo amino secundario, sobreposta por uma banda larga proveniente
do estiramento do grupo O-H livre. A sobreposi¢do das bandas ¢ sugerida devido ao
estreitamento da banda em seu ponto de menor transmitancia, caracteristico de amina
primaria. Os estiramentos assimétrico e simétrico dos grupos C—H alifaticos foram
visivels em v, 2924 e v, 2851 cm'l, respectivamente. A banda relativa ao estiramento
C=0 de cetona foi observada em v 1715 cm™, assim como as absorgdes relativas as

deformagdes angulares assimétrica em v 1456 e simétrica em v 1385 do grupo metila

(Espectro 61).

100
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T T T T T T T T T T T T T
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Espectro 61. Espectro na regidao do IV (KBr), do alcaloide 19
A anilise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;), do alcaldide 19

(Espectro 62), permitiu identificar um dupleto largo em & 3,72 (J = 1,5 Hz), referente ao

H-3 hidroximetinico. Um duplo quadrupleto em ¢ 3,10, integrando para um hidrogénio,
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foi atribuido a H-2, o qual apresentou acoplamento com H-3 e H-7 (/= 1,5 ¢ 6,5 Hz,
respectivamente), Tabela 8.

A extremidade da cadeia lateral, funcionalizada por um grupamento metil-cetona
foi identificada pela presenca de um tripleto em o 2,37, integrando para dois hidrogénios
e um simpleto em 6 2,03 integrando para trés hidrogénios, que foram atribuidos a H-10'
e H-12', respectivamente. Esta dedugdo foi confirmada pelo mapa de contorno gHMBC
(Espectro 72), que mostrou as interagdes ~J de H-10' e H-12' com C—11'. O dupleto em
0 1,22, integrando para trés hidrogénios, mostrou acoplamentos com H—2 no mapa de
contorno gCOSY (Espectro 65), sendo atribuido a H-7. Os sinais relativos aos

hidrogénios da cadeia lateral encontram-se sobrepostos na regido de 6 1,20 (Tabela 8).
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Espectro 62. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) do alcaldide 19
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Tabela 8. Dados de RMN 'H e gCOSY (500 MHz, CD;0D) do alcaléide 19 *®°

Posicao Oy, m, J gCOSY

2 3,10 dq (6,5) H-7

3 3,72 m H—4*

4a 1,84 m H-3, H-4b, H-5?
4b 1,59 m H—4a, H-5a, H-5b
Sa 1,59 m H—4a, H-4b, H-5b, H-6
5b 1,44 m H-5a, H-6

6 291 m H-5a, H-5b

7 1,22 d (6,5) H-2

I' 1,57 m H-6

28 1,20 sl H-9'

9 1,44 m H-2'-8', H-10'
10' 2,37t(7,5) H-9'
- e
12' 203s e

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno
® Constantes de acoplamento (J), expressas em Hz
“m = multiplicidade
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Espectro 65. Mapa de contorno gCOSY (6 1,1-3,8) do alcaldide 19

A atribui¢ao dos carbonos do alcaloide 19 (Tabela 9), foi realizada conforme os
dados obtidos dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135 (Espectros 66, 67, 68 ¢ 69), e
da analise simultanea dos dados dos espectros de gHMQC (Espectro 70 ¢ 71) e de 'H
(Espectros 62, 63 e 64). Podemos observar na regidao de 6 29,1-29,4 a sobreposi¢ao dos
sinais provenientes dos metilenos, dificultando assim a determinacdo da cadeia lateral

(C-6), do anel piperidinico.
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Espectro 66. Espectro de RMN °C (125 MHz, CD;0D) do alcaléide 19
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Espectro 68. Espectro de RMN de DEPT 135 (125 MHz, CD3;0D) do alcal6ide 19
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Espectro 69. Ampliacdo parcial (6 15,0-65,0) do espectro 68, alcaloéide 19
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Tabela 9. Dados de RMN °C, DEPT 135, gHMQC ¢ gHMBC do alcal6ide 19 *

Posi¢io d¢ DEPT 135  gHMQC gHMBC
2 57,4 CH 3,10 H-7, H-4a
3 66,0 CH 3,72 H-7
4 31,2 CH, 1,84; 1,59 no
5 24,8 CH, 1,44 H-3"10'
6 58,7 CH 2,91 H—4b, H-5a
7 16,1 CH; 1,22 H-2
I 35,0 CH, 1,57 no
2 26,3 CH, 1,20 H-3-8'

3-8 30,2-30,5 CH, 1,20 H-3-8', H-9'

9 23,8 CH, no H-3-8', H-10'
10 443 CH, 2,37 H-9', H-12'
1 212,3 [CH—— H-9', H-10", H-12'
12! 29,8 CH; 2,03 H-10'

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno
no = ndo observado
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Espectro 70. Mapa de contorno gHMQC (500 MHz, CD;0D), do alcaldide 19
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Espectro 71. Mapa de contorno gHMQC (500 MHz, CD;0D), do alcaldide 19
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Espectro 72. Mapa de contorno gHMBC (500 MHz, CD;0D), do alcaloide 19
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Espectro 73. Mapa de contorno gHMBC (500 MHz, CD;0D), do alcaldide 19
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Espectro 74. Mapa de contorno gHMBC (500 MHz, CD;0D), do alcaloide 19

Na Figura 25 sdo mostradas algumas correlagdes 'H — 1°C, observadas no mapa

de contorno gHMBC do alcaloide 19.

_
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H,C ./ g
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Figura 25. Correlagdes 'H-">C observadas no mapa de contorno gHMBC do
alcaloide 19

A Anélise do espectro de massas (Espectro 75), RMN de °C e DEPT,
conduziram a formula molecular C;3H3sNO,. O experimento foi realizado no modo IES
positivo com a amostra solubilizada em MeOH:H,0 (4:1). O espectro apresentou pico
base em m/z =298, semelhante ao da cassina e também mostrou pico em m/z = 326,
sugerindo a coexisténcia de outro composto homologo com massa molecular igual 325.
Quando submetidas a EM essas moléculas apresentam fragmentagdes iguais as da
cassina e seu homologo (Espectros 76 e 77). A proposta de fragmentagdo ¢ semelhante a
da cassina (Figura 21), porém nao ¢ possivel afirmar que o hidrogénio eliminado seja o

H-2, uma vez que a estereoquimica relativa ndo foi definida, sabendo-se que esse
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hidrogénio pode nao estar anti a hidroxila, o que levaria a eliminagao do hidrogénio na

posicao quatro do anel mais favoravel, anti a hidroxila.

208 44
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Espectro 75. Espectro de IES-EM (modo positivo) do alcaloide 19
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Espectro 76. Espectro de IES-EM/EM do ion gquasi-molecular m/z = 298 do
alcaloide 19
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Espectro 77. Espectro de IES-EM/EM do ion gquasi-molecular m/z = 326 do

alcaldide 19
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4.3. Ensaio antioxidante com DPPH

Os quatro alcaldides isolados foram avaliados quanto ao potencial seqiiestrador
de radicais livres, como descrito no item 3.7.1. Os valores das variagdes percentuais das

absorbancias (%AA), observadas para  as substincias que tém propriedades

antioxidantes, foram calculados segundo a formula:

%AA = (Ag — A/Ag) x 100

onde:

Ay = Absorbancia do DPPH diluido (2 mL da sol. DPPH + 1 mL de MeOH)

A = Leitura da absorbancia para cada concentragdo

O crescimento da %AA ¢ diretamente proporcional ao potencial seqiiestrador de

radicais livres (Tabela 10).

Tabela 10. Ensaio antioxidante, variacdo percentual da absorbancia (%AA)

Concentracao Alcalodide 18 l}utlna. .
(M) %UAA (padrz(u)o positivo)
YoAA
60 40 91
40 33 92
20 20 92
10 10 72
5 4 39

Os alcaldides 1, 19 e 20 ndo apresentaram decréscimo na absor¢do do DPPH
nas concentragdes preparadas, indicando assim que estas substincias ndo exercem acao
antioxidante. O alcaloide 18 apresentou um pequeno decréscimo na absor¢do como
mostra a curva analitica da Figura 26. Mesmo assim o decréscimo foi tdo sutil que a
maior concentragdo do alcaldide ndo alcangou a concentragdo inibitéria de 50% do

radical (ICsg), observada para a rutina.
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Figura 26. Curva analitica do ensaio antioxidante do alcal6ide 18

4.4. Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

Inicialmente foi feita andlise qualitativa, com finalidade de avaliacdo da
atividade anticolinesterasica pelos alcaldides isolados. Sendo que os alcaldides 1, 19 e

20 apresentaram halos de inibi¢ao da enzima (Figura 27).

Figura 27. Avaliagdo qualitativa da atividade anticolinesterasica: a) alc. 18; b) alc. 19;
¢) alc. 1; d) alc. 20 e ) controle galantamina

Em seguida foram feitas as analises quantitativas de verificagao da concentracao

inibitoria minima (CIM) para os alcaldides que apresentaram atividade no ensaio

121



qualitativo. As CIMs foram de 1; 0,3 e 0,3 ug para os alcaloides 20; 1 ¢ 19
respectivamente (Figura 28). Neste tipo de ensaio os alcaldides apresentaram atividade
anticolinesterasica tdo potente quanto o proprio padrido (galantamina, 0,3 pg),

principalmente 1 e 19.

alc. 20 alc. 1 alc. 19 gal

Figura 28. Bioautografia em placa de silica, avaliagdo da CIM para os alcaldides
inibidores de AChE

4.5. Analise do perfil alcaloidico de Senna spectabilis e Cassia leptophylla

4.5.1. Cromatografia em Camada Delgada, RMN de 'H, CLAE-UV e EM

Primeiramente foi feito um estudo de perfil por CCD, onde foram solubilizando
pequenas quantidades das matrizes tratadas (item 3.6) e aplicando em cromatoplaca de
silica, eluida com sistema de solvente CHCl3;:MeOH:NH4OH (9:1:0,25). Apos revelagdo
com os reagentes de Dragendorff e ICIPt, observou-se que somente as matrizes de
S. spectabilis apresentaram resultado positivo para os alcaldides estudados(Figura 29).

Como as reagdes gerais para identificacdo de alcaldides baseiam-se na formagao
de complexos insoluveis (precipitado), resultados falso-positivos sdo bastante comuns.
Como sugerido por Simodes et al. (2003), uma extracdo acido/base (item 3.7), feita
previamente pode reduzir os contaminantes e conseqiientemente facilitar a revelacdo

dos alcaloides nas matrizes (Figura 29 e 30).
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1 — AB-CLFI

2 — AB-CLFo

3 — AB-SSF1

4 — AB-SSFr

1'— EECL-FI

2'— EECL-Fo

3' - EESS-Fl

4' — EESS-Fr

5—Pad. alc. 1

6 —Pad. alc. 18
7 — Pad. Sub. 20

8 — Pad. Sub. 19

Figura 29. Cromatoplacas comparando o perfil alcaloidico da extragdo acido/base (1, 2,
3, 4), e das matrizes tratadas conforme item 3.6 (1', 2', 3", 4'), com os padrdes isolados
de S. spectabilis (S10, GFs4; CHCl;:MeOH:NH4OH; 9:1:0,25; ICIPY).

1 — AB-CLFI
O 2 - AB-CLFo
8 O 3 — AB-SSFI

Q} 4 — AB-SSFr
O 5 —Pad. alc. 1

6 — Pad. alc. 18
7 — Pad. alc. 20
123456 78 & — Pad. alc. 19

Figura 30. Cromatoplaca comparativa da fragcdo alcaloidica da extragdao acido/base com
os alcaloides isolados de S. spectabilis, observada sob lampada de UV 365 nm e em
seguida revelada com ICIPt (Si0; GF;s4; CHCI3:MeOH:NH4OH; 9:1:0,25).

Mesmo depois da extragdo acido/base ndo foi possivel identificar alcaldides nas
matrizes de C. leptophylla, utilizando a CCD. Foi observado um baixo rendimento das
fragdes alcaloidicas da extragdo 4cido/base, para as matrizes de C. leptophylla
(Tabela 11), o que nos levou a acreditar que esta especie ndo apresentava alcaloides na

sua constituicdo metabolomica.
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Tabela 11. Fragdes alcaloidicas da extracao acido/base, segundo item 3.7

Fracdo alcaloidica (F. CH,Cl,) Massa (mg)

AB-CLFl 24,0
AB-CLFo 8,6
AB-SSFr 121,6
AB-SSFI 2727

As matrizes da Tabela 11 foram analisadas por RMN 'H, onde foram
selecionados alguns sinais caracteristicos dos piperidindis 2,6-dissubstituidos: metila
vizinha a carbonila em o 2,06 (simpleto), metileno vizinho a carbonila em & 2,35
(tripleto), metilenos da extensdo da cadeia lateral em o 1,20 (simpleto largo), metila no
C-2 do anel piperidinico em & 1,10 (dupleto), e analisados nas matrizes dos dois
espécimes, sendo estes sinais observados somente nas matrizes de S. espectabilis, dado
este que corrobora para a inexisténcia dos alcaldides no espécime de C. leptophylla

(Espectros 78 e 79).

AB-SSFI [ |
AB-SSFr =

Espectro 78. Perfil alcaloidico por RMN 'H das fragdes alcaldidicas da extracdo
acido/base das flores e frutos de S. spectabilis
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AB-CLFo
AB-CLFl1

Espectro 79. Perfil alcaloidico por RMN 'H das fragdes alcaldidicas da extracio
acido/base das flores e folhas de C. leptophylla

Em seguida as amostras tratadas segundo o esquema do item 3.6 ¢ 3.7 foram
diluidas em MeOH para uma concentragdo de 1 mg/mL e analisadas por CLAE-UV.
Devido a auséncia de croméforos nesses alcaldides ndo foi possivel detecta-los.

As amostras da extracdo acido/base (item 3.7), foram entdo diluidas em MeOH:
H,0 (4:1) e analisadas por espectrometria de massas tandem, ionizagdo por electrospray
(IES-EM/EM), injecao direta. Inicialmente foi criado um banco de dados com todos os
alcaloides isolados neste estudo, algumas fracdes semipuras e alguns isolados em
estudos anteriores (Figura 31). A presenca dos alcaldides foi confirmada nas quatro

matrizes das duas espécies, como mostram os Espectros 80, 81, 82 e 83.
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1 H H -COCH3 8 297
la H H -COCHj; 10 325
16a OH H -COCH3 8 313
16 OH H -COCHj; 10 341
20 H -COCH3 -COCH3 8 339
20 H -COCHj; -COCH; 10 367
2 H H -CH(OH)CH; 8 299
2a H H CH(OH)CH; 10 327
21 H p-cumaroil -COCHj; 8 443
21a H p-cumaroil -COCHj 10 471
18 H feruloil -COCH; 8 473
18a H feruloil -COCHj; 10 501

Figura 31. Estrutura dos alcal6ides isolados de S. spectabilis

Devido a sensibilidade da técnica foi possivel detectar a presenca desses
alcaloides nas quatro matrizes, como mostram os Espectros 80, 81, 82 e 83. As massas
dos alcaldides foram confirmadas por espectrometria de massas de alta resolucao

(Tabela 12).
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Espectro 80. IES-EM fracao alcaloidica (4acido/base) das flores de S. spectabilis

(ni = ndo identificado)
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Espectro 81. IES-EM fracdo alcaloidica (&cido/base) dos frutos de S. spectabilis

(ni = ndo identificado)
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Espectro 82. IES-EM fracdo alcaloidica (4cido/base) das flores de C. leptophylla

(ni = ndo identificado)
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Espectro 83. IES-EM fra¢ao alcaloidica (4cido/base) das folhas de C. leptophylla
(ni = ndo identificado)

Tabela 12. Determinacgdo das formulas e massas moleculares por EM de alta resolugao.

fon Formula Massa calculada ~ Massa experimental ~ Erro (ppm)

[1+H]"  CigH3NO;" 298.2746 298.2758 +4.0
[la+H]"  CyHyNO," 326.3059 326.3073 +4.2
[16a+H]" C;gH3NO;" 314.2695 314.2676 -6.0
[16 + H]”  CyH4NO;" 342.3008 342.2990 -5.2
[20 + H]"  CyH3sNO;" 340.2852 340.2864 +3.5
[20a + H]" CxnHiuNOs" 368.3165 368.3147 -4.8

[2+H]"  CigH3NO," 300.2903 300.2914 +3.6
[2a+H]"  CyHpNO, 328.3216 328.3223 +2.1
[21+H]"  CyHyuNO, 4443114 4443129 +3.3
[21a+H]"  CyHiuNO," 472.3427 472.3412 -3.1
[18 +H]"  CysHuNOs" 474.3219 474.3198 -4.4
[18a+H]"  C3oHssNOs" 502.3532 502.3511 4.1
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5. CONCLUSOES

A espécie Senna spectabilis se caracteriza pela diversidade estrutural dos alcaldides
piperidinicos biossintetizados, com variagdes no tamanho da cadeia lateral,
estereoquimica, formas reduzidas ou mesmo derivados substituidos, como ésteres na
posi¢do C-3 do anel, os quais foram isolados ou detectados por espectrometria de
massas tandem, como ¢ o caso dos homologos de cadeia maior. Desse estudo resultaram
trés novos alcaldides chamados de 3-O-acetil-cassina, 3-O-feruloil-cassina ¢ um
estereoisomero da cassina (alcaldide 19), cuja estereoquimica ainda nao foi
determinada, mas devido a diferenca no ponto de fusdo e no espectro de infravermelho,
aliada a baixa solubilidade em solventes apolares, sugerem uma estereoquimica
diferente da cassina. Além dos alcaldides isolados foi detectado, por IES-EM/EM, um
derivado 3-O-(p-cumaroil)-cassina, também inédito. Também foi possivel observar que
os alcaldides majoritarios nas flores e frutos diferenciam-se apenas em dois hidrogénios,
levando-nos a concluir que nas flores sdo mais oxidados que aqueles dos frutos e que
existe ainda uma predominancia de metabdlitos com a cadeia lateral contendo
12 atomos de carbono, sobre aqueles de 14 4tomos.

A espectrometria de massas IES EM-EM permitiu determinar o tamanho da cadeia
lateral na posi¢ao C—6, como sendo constituida por dez metilenos € uma metil cetona,
confirmando assim que os derivados de cadeia menor sdo majoritarios. Os homologos
de cadeia maior (vinte e oito u.m.a. correspondendo a dois metilenos), s6 foram
detectados devido a sensibilidade da espectrometria de massas e aos avangos dessa
técnica possibilitando a selecdo de ion no modo de fragmentacao (EM-EM).

Apesar de Bruneton (1999) ter definido estes alcaldides como desprovidos de
interesse terapéutico, em funcdo de ensaios de screemings anticolinesterasicos, foi
possivel observar que, trés, dos quatro alcaloides isolados, apresentavam essa atividade,
em concentracdes equivalentes as da substancia usada como referéncia (galantamina).

Nos ensaios de atividade antioxidante (ensaio com DPPH), ndo foi possivel observar
atividade significativa, o que pode ser justificado pela auséncia de grupos doadores de
atomos de H com baixa entalpia de dissociacao.

Do estudo comparativo entre C. leptophylla e S. spectabilis foi possivel observar a
presenca de alcaldides nos dois espécimes estudados (S. spectabilis e C. leptophylla),
quando analisados por espectrometria de massas. Algumas limitagdes impossibilitaram

as analises por outras técnicas, como a auséncia de cromo6foros, impedindo a analise por
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CLAE-UV, a baixa sensibilidade da CCD ou mesmo a limitante do RMN 'H. Essas

técnicas, porém, serviram para determinar um perfil quantitativo dos alcaldides nos dois

espécimes estudados, sendo encontrados em grande quantidade nas matrizes do

espécime S. spectabilis e na forma de tracos nas matrizes de C. leptophylla, os quais sdao

de géneros diferentes. Braz Filho (1980), ja chamou a atencao para a dificil tarefa de

classificagdo taxondmica baseada somente nas caracteristicas morfoldgicas, mais dificil

ainda se torna a classificagdo quando as espécies tém perfis quimicos semelhantes,

diferenciando na quantidade, como aconteceu neste caso.

Perspectivas

Os resultados obtido por nosso grupo de pesquisa no estudo quimico de

S. spectabilis indicam que esta espécie ainda merece maior investigagdo, buscando:

v
v

Determinar as estereoquimicas relativa e absoluta dos alcaléides isolados.
Estudos de biossintese para este tipo de alcaloides.

Estudo fitoquimico do espécime C. leptophylla, uma vez que o NuBBE vem
investindo nos estudos de mapeamento quimico das espécies Senna/Cassia.
Estudos com os frutos de S. espectabilis, priorizando o isolamento dos
alcaloides minoritarios utilizando CLAE com detector de espalhamento de
luz.

Estudos de modificagdo estrutural, visando potencializar a atividade

inibidora de AChE.
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