Desenvolvimento de uma metodologia para determinac¢ao da estereoquimica dos alcaloides
piperidinicos de Senna spectabilis (Fabaceae)

Isabela L. Cytrangolo!” (PG); Amanda D. Pivatto! (PQ); Marcos Pivatto' (PQ)
“isabela.cytrangolo@ufu.br
INiicleo de Pesquisa em Compostos Bioativos (NPCBio), Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlindia, Uberlindia,
MG, Brasil, 38.400-902.

RESUMO

Senna spectabilis ¢é utilizada na medicina tradicional e apresenta comprovada atividade bioldgica, rica em alcaloides piperidinicos
quirais tem como metabdlitos majoritarios a (—)-cassina (1) e (—)-espectalina (2). Nesse sentido se faz necessario estudos mais
aprofundados para compreender a estereoquimica destes compostos. Para isso foi desenvolvida uma metodologia utilizando o
(S)-naproxeno (3a) como reagente de derivatizacdo quiral (RDQ), juntamente com andlises computacionais baseadas na dindmica
molecular de Born-Oppenheimer. A analise dos resultados tedricos, como energias livre de Gibbs, mostram que as conformagdes mais
estaveis de cada uma das moléculas, estdo de acordo com dados da literatura. Assim, os compostos 1, 2 ¢ 3a foram obtidos e os ésteres

de Mosher foram preparados, tendo suas estruturas confirmadas por espectrometria de massas e ressonancia magnética ntclear.
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Introducao

No decorrer da histéoria humana, os produtos naturais se
fizeram presentes nas civilizagdes e foram fundamentais para a
evolugdo da sociedade, principalmente devido aos principios
ativos. Nesse sentido, Senna spectabilis, uma arvore presente no
Cerrado brasileiro, vém sendo estudada e tem comprovada
atividade bioldgica como antimalarico [1], anti-chikungunya [2]
e como inibidor de acetilcolinesterase, importante enzima
relacionada a doenca de Alzheimer [3]. Estas atividades sdo
frequentemente associadas aos alcaloides quirais (—)-cassina (1)
e (—)-espectalina (2), presentes na planta. Nesse sentido, a
quiralidade dos compostos organicos € um importante fator a ser
considerado ao longo do desenvolvimento de farmacos, uma vez
que ¢ uma caracteristica capaz de determinar propriedades
quimicas, fisicas e biologicas. A atividade biologica de
compostos quirais estd relacionada a estereoespecificidade dos
receptores bioldgicos, sendo que a mudanga na estereoquimica
de um centro estereogénico pode resultar na modificacdo da
resposta biologica [4]. Desse modo, para explorar de forma
segura os metabolitos de S. spectabilis, € necessario a
compreensdo da estereoquimica relativa e absoluta dos centros
estereogénicos dos alcaloides piperidinicos. Estudos anteriores
sobre a estereoquimica destes alcaloides foram baseados em
analises de infravermelho (IV) e de difragdo de raio X, sendo
que essas técnicas nao sdo adequadas para a andlise destes
compostos [5]. Sendo assim, este estudo visa o desenvolvimento
de uma metodologia para determinagdo da estercoquimica dos
alcaloides piperidinicos quirais presentes nas flores de
S. spectabilis utilizando o (S)-naproxeno (3a), que é um farmaco
enantioméricamente puro, como reagente de derivatizagdo quiral

(RDQ), para a determinacdo da estercoquimica dos centros
estrereogénicos de 1 e 2, através das analises de ressondncia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN 'H e 3C) dos
ésteres de Mosher sintetizados. Uma etapa importante no
desenvolvimento da metodologia é a analise conformacional ¢ a
predicdo da(s) conformagdo(des) preferenciais do éster de
Mosher formado, para definir a posi¢do do anel naftilico, que é
responsavel pelos efeitos anisotropicos de protecdo e/ou
desprotecdo que permitem a atribuicdo da estereoquimica
absoluta. Deste modo, os estudos tedricos através da quimica
computacional e calculos de dindmica molecular (DM), sdo

ferramentas importantes e podem ser utilizados para simular o

comportamento das moléculas em diferentes solventes,
analisando e prevendo as principais conformacdes
moleculares [6].

Experimental

Calculos de dindmica molecular (DM)

A dinamica do sistema foi simulada usando a Dinamica
Molecular de Born-Oppenheimer (DMBO), a qual foi conduzida
no xTB, empregando o método GBSA para solvente implicito de
cloroférmio e pardmetros semi-empiricos GFN2-xTB. O sistema
inicial foi otimizado em energia e subsequentemente submetido
a trajetorias de 200 ps, com passo de integracdo de 0,5 fs,
mantendo temperatura de 298 K via termostato de Berendsen.
Apos o término das trajetérias, as conformagdes foram
ponderadas pela distribui¢do de Boltzmann, considerando AG
calculados internamente pelo xTB.

Preparo dos ésteres de Mosher
Os alcaloides 1 ¢ 2 foram isolados a partir das flores de

S. spectabilis, ja o (S)-naproxeno (3a) foi extraido dos
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medicamentos e racemizado em meio 4cido utilizando anidrido
acético. Em seguida os ésteres de Mosher foram sintetizados
conforme reagdo de Steglich e as estruturas confirmadas por EM e
RMN. Na sequéncia, serdo feitas analises para observar os efeitos
anisotropicos do RDQ para determinagdo da esteroquimica absoluta
dos centros estereogénicos de 1 e 2 (Fig. 1).
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Figura 1. Método da dupla derivatizagdo utilizando 3 como

RDQ na determinagéo da configuragédo absoluta de 1 e 2.

Resultados e Discussao

Os alcaloides 1 (212,6 mg) e 2 (90,2 mg) foram obtidos a
partir do extrato etandlico das flores de S. spectabilis (100,0 g),
através da extragdo liquido-liquido, de onde foi obtida a fragdo
alcaloidica (CH.CL) (1,4 g), que foi submetida a cromatografia
em coluna (CC) e cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE). O (S)-naproxeno (3a) (3,7 g), utilizado como RDQ, foi
extraido a partir de farmacos que sdo comercializados nas
farmacias na forma enantiomericamente pura. Foram utilizados
dez comprimidos contendo 5,0 g de 3a, que foram triturados e
submetidos a extragcdo acido-base. Os produtos foram analisados
por CCD e caracterizados por espectrometria de massas com
ionizagdo por eletrospray (EM-IES), RMN e analises
polarimetricas. A sintese do éster de Mosher foi realizada a
partir da reagdo entre 1 e 3a para obtencdo do éster
(S)-naproxeno-(?)-cassina (4a), sendo possivel acompanhar a
formacdo do produto (Rr 0,86) por CCD, a partir da visualizagao
da absorcao de luz pelo grupo cromoéforo (naftil), quando feita a
inspecdo sob luz UV254 nm e também utilizando o revelador
iodocloroplatinado (Fig. 2), e confirmar por EM (m/z 510,3558
[M + HJ*, calculado. para C3;H4sNO4", 510,3578 (A —3,9 ppm).
Também foram realizados estudos computacionais para avaliar
as conformagdes de menor energia dos alcaloides derivatizados
4a ¢ 4b ¢ com isso contribuir para o estabelecimento das
posi¢des dos substituintes no nucleo piperidinico e compreender
os efeitos anisotropicos gerados por cada RDQ (R ou S). Assim,
na projecdo de Newman, no conformero mais estavel, ap
(A =180°), de 4a ¢é possivel observar que o grupo naftil do

o

SBQ - MG

(S)-NPX esta espacialmente proximo ao grupo L, (Fig. 3), o que
deve gerar um efeito de protegdo, deslocando o sinal de oy para a
direita, no espectro de RMN 'H, devido ao cone de protegéo
gerado pelo grupo naftil do RDQ. Da mesma maneira, os
calculos também indicam que o efeito de protecdo gerado pelo
(R)-NPX (3b) deve ser sobre o substituinte L; (Fig. 2).
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Figura 2. EM-IES-(+) do éster de Mosher (4a) (A); CCDs:
inspe¢do em luz UV254 nm (B) e com revelador ICIPt (C).
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Figura 3. Representagdes de 4a: Projecdo de Newman e forma
tridimensional mostrando o angulo diedro (A) entre os
hidrogénios do carbono assimétrico do naproxeno e do *C-3 do
alcaloide (1) nas conformag¢des simperiplanar (sp) e
antiperiplanar (ap).

Conclusoes

Os compostos 1, 2 e 3a foram isolados/purificados por
técnicas cromatograficas e caracterizados por EM e RMN, assim
como o éster de Mosher 4a. Os dados computacionais de DM
apresentaram resultados proximos aos estimados, auxiliando na
determinacdo da conformagdo mais estavel de 4a, mostrando
que a metodologia em desenvolvimento ¢é eficiénte, sendo
possivel utilizar 3a/3b como RDQ.
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