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Spectaline, Cassine and Semi-Synthetic Analogues as Potential Candidate Drugs for
the Treatment of Alzheimer Disease

Abstract: This paper describes the main steps in the study of Senna spectabilis, as part of our bioprospection
studies, with the isolation of spectaline, cassine and other piperidine alkaloids, as well as the preparation of

semi-synthetic analogues, and the studies of their pharmacological and toxicological properties, which led to
the establishment of two candidate drugs for the treatment of Alzheimer disease.
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Resumo

Este artigo descreve o estudo fitoquimico de Senna spectabilis que conduziu ao isolamento de espectalina,
cassina e outros alcaloides piperidinicos, a obtencdo de analogos semi-sintéticos da espectalina e cassina, e a
avaliacdo de suas propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas que resultaram no estabelecimento de dois
candidatos a farmacos para o tratamento da doenga de Alzheimer (DA).
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1. Bioprospecgao e a descoberta de
substancias bioativas

O Brasil é, certamente, o pais com maior
diversidade biolégica do mundo, abrigando cerca de
15% de todas as espécies, mas isto dificilmente pode
ser quantificado com precisdo devido as dimensdes
continentais, e a gama de ecossistemas complexos
que abriga, incluindo alguns dos biomas mais
referenciados no mundo, em que se destacam a
Floresta Amazodnica, o Cerrado e a Mata Atlantica.
Parte consideravel destes biomas foi
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irreversivelmente devastada para dar lugar a
urbanizacdao desorganizada, agricultura e pastagens
praticadas de maneira extensiva cedendo as pressdes
econdmicas vigentes ao longo dos Uultimos trés
séculos e acentuada, de maneira alarmante, nas
Gltimas décadas.™

Mais recentemente, a forte demanda por fontes
alternativas de energia e a situacao
momentaneamente privilegiada do Brasil no
desenvolvimento da produc¢do de alcool combustivel
vém fortalecendo ag¢bes que ndo privilegiam a
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preservacdo destes biomas. Assim, dos principais
biomas do Estado de Sao Paulo, com destaque para o
Cerrado e a Mata Atlantica, restam menos de 7% da
cobertura original, o que, do ponto de vista da
exploracdo sustentavel da biodiversidade, fica muito
distante de se constituir em modelo a ser seguido.>*

Em contraposicao, é cada vez mais perceptivel no
Brasil a organizacdo de grupos de pesquisa em
Produtos Naturais, de forma a constituirem redes
integradas capacitadas para contribuir com atividades
de uso sustentavel de nossa biodiversidade, em
especial, a bioprospeccdo. Dentre vdrias iniciativas
desta natureza iniciadas no Brasil, merece destaque
neste artigo, o Programa Biota-FAPESP. Criado ha 10
anos, foi considerado um dos mais bem sucedidos
programas brasileiros dedicados ao estudo da
biodiversidade, concebido originalmente para
catalogar todas as espécies remanescentes dos
biomas Cerrado e Mata Atlantica do Estado de Sdo
Paulo. O programa se diversificou em 2003, criando
uma linha dedicada a pesquisa de bioprospeccao,
contando atualmente com vdrios projetos que visam a
busca racional de bioprodutos, com destaque para
substancias biologicamente ativas de importancia
para a industria farmacéutica. Dentro desta
abordagem, podemos visualizar etapas-chave, como a
coleta das espécies a serem investigadas, preparo de
extratos e avaliacdo de bioatividade, que caracterizam
a pesquisa multidisciplinar. Este esfor¢o conjunto
demanda botanicos, quimicos e farmacélogos, dentre
outros que, de maneira coordenada, contribuem para
agregar valor aos processos e produtos oriundos da
biodiversidade.

A histéria do Brasil esteve sempre fortemente
ligada a exploracdo de substancias naturais, desde as
disputas pela extracdo de pau-brasil (Cesalpinia
echinata, Fabaceae), produto de alto valor agregado
em funcdo do seu corante vermelho brazilina, um
catecol, e seu derivado brazileina, uma dienona
fendlica. Outras espécies brasileiras de Fabaceae
importantes do ponto de vista econémico e/ou
terapéutico incluem a Indigofera suffruticosa e
Indigofera arrecta, produtoras do corante indigo
(anil), Copaifera langsdorffii (copaiba), cuja resina é
extensivamente usada no Brasil para cicatrizagdo e
inflamacao, e Stryphnodendron adstringens
(barbatim&o) por suas propriedades adstringentes e
antifungicas. >*

Na ultima década, diversos grupos de pesquisa em
Produtos Naturais no Brasil vém se esforcando para
desenvolver pesquisas fundamentadas nestes
conceitos, de forma a agregar valor a nossa
biodiversidade, visando novos agentes terapéuticos
oriundos de plantas ou outras fontes naturais.” A
40

[Va

persisténcia de programas de bioprospec¢do em nivel
mundial pode também ser constatada com varios
exemplos de sucesso como o taxol®. Apesar do custo-
beneficio ser aparentemente baixo, novas estratégias
para a conducdo de pesquisas nesta drea vém sendo
otimizadas, resultando na descoberta de protdtipos
Uteis para o desenvolvimento de agentes terapéuticos
de sucesso.'* "

Com este enfoque, foi selecionada a espécie Senna
spectabilis (Fabaceae, Figura 1), em funcéo de estudos
preliminares terem evidenciado potencial atividade
citotéxica seletiva dos alcaloides piperidinicos
espectalina, espectalinina e carnavalina, constituintes
do extrato etandlico das folhas, frutos e ramos desta
espécie, constatada pelo bioensaio especifico com
linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae,
indicativo de substancias com potencial para atuar no
reparo do DNA."

Vale destacar a importancia do espirito
investigativo agucado nas etapas iniciais do trabalho,
em que, apesar da atividade observada, as
caracteristicas espectrais em Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) ndo foram suficientemente atrativas
para decidir pelo prosseguimento do estudo, ja que os
intensos sinais para hidrogénios metilénicos (6 ~ 1.2)
sugeriam a presenca de acidos graxos, cujo interesse
para busca de protdtipos de farmacos praticamente
inexiste. A insisténcia numa abordagem conjunta,
com a consideracdao de outros dados espectrais,
inicialmente de dificil atribuicdo, comparagdo com
dados da literatura, bem como dos dados de atividade
bioldgica, levaram a elucidagdo estrutural da (-)-
espectalina (7) (Figura 2), um alcaloide piperidinico
com extensa cadeia metilénica, além de outros
alcaloides 2,6-dialquil-piperidin-3-dis isolados desta
espécie, a carnavalina (2), 6-iso-carnavalina (3), (-)-
espectalinina (4), leptofilina-A (8), 3-acetil-leptofilina-
A (9) e leptofilina-B (10). '* Dentre estas, as
substancias 2, 4 e 7 mostraram inibicdo do
desenvolvimento de linhagens mutantes de
Saccharomyces cerevisae, deficientes no reparo de
DNA, demonstrando atividade citotoxica seletiva, e
poderiam ser modelos para a descoberta de
anticancerigenos potenciais.14

O género Senna, pertencente a familia Fabaceae,
teve sua taxonomia recentemente revisada. Varias
espécies de Cassia, que eram tidas como sinonimias
de Senna, foram reclassificadas passando para o
género Senna, considerado morfologicamente
distinto de Cassia.'® Cassia e Senna constituem dois
dos maiores géneros de Fabaceae, com muitas
espécies utilizadas na medicina popular. Sdo espécies
com perfil quimico bastante diversificado,
apresentam flavonoides, antraquinonas,
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estilbenoides, dentre outros, como constituintes
qguimicos de maior ocorréncia, associados as
atividades antibacteriana, citotdxica, antiflngica,
antioxidante e hepatoprotetora relatadas.””* 0O
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género Senna se diferencia quimicamente pela
ocorréncia de alcaloides piperidinicos tipo alcaloides
2,6-dialquil-piperidin-3-6is, raros na natureza.”

Figura 1. Senna spectabilis: detalhes da planta, flores e folhas (fotos dos autores)

2. Alcaloides piperidinicos bioativos de
Senna spectabilis

InvestigacOes adicionais mostraram a coocorréncia
de (-)-cassina (1) e (-)-espectalina (7) nos extratos de
S. spectabilis, além de outros componentes de uma

As espécies de Senna ocorrentes no Brasil, como  Série homodloga,  através de  técnicas  de
Senna spectabilis, S. carnaval e S. excelsa, apresentam  €Spectrometria de massas com ionizagdo por
alcaloides  piperidinicos  como  constituintes  €lectrospray sequencial (ESI-MS e ESI-MS/MS),

majoritarios, os quais se tém mostrado atrativos para
a pesquisa de bioprospeccdo, em fungdo das
atividades bioldgicas apresentadas, especialmente
sobre o sistema nervoso central. As propriedades
farmacoldgicas e téxicas dos extratos e substancias
puras destas espécies de Senna foram avaliadas em
ensaios in vitro e in vivo. Nestas espécies, as
substancias de maior interesse sdo os alcaloides 2,6-

contribuindo para o estabelecimento do perfil
metaboldémico desta espécie com destacada
importancia farmacoldgica. Foi ainda demonstrada a
atividade potencialmente antitumoral dos alcaloides
(-)-3-O-acetil-espectalina (11), (-)-7-hidroxi-
espectalina, iso-6-espectalina (3), (-)-espectalina (7),
obtidos das flores e de frutos verdes de Senna
spectabilis, por meio do bioensaio usando linhagens

dialquil-piperidin-3-6is, dos quais a (-)-cassina (1), ~Mmutantes de  Saccharomyces cerezé//;.zae com
isolada originalmente de Cassia excelsa, teve sua deficiéncia para atuar no reparo do DNA.”
estrutura e estereoquimica discutidas em diferentes
publicacdes. 2%
HO,,,O HO,,, HO
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Figura 2. Estruturas de alcaloides piperidinicos isolados de S. spectabilis
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Senna spectabilis é a espécie nativa do Brasil que
biossintetiza a maior diversidade de alcaloides
piperidinicos bioativos, sendo que algumas dessas
substancias apresentaram efeitos farmacoldgicos de
interesse. A importancia bioldgica de alguns tipos de
alcaloides piperidinicos hidroxilados pode estar
associada a sua semelhanca estrutural com
carboidratos, sendo, por isso, denominados aza-
aclcares. Sua acdo, por vezes capaz de mimetizar
monossacarideos, ocorre em funcdo de sua
similaridade estrutural, em que o oxigénio é
substituido por nitrogénio; e sua ocorréncia é ampla
em microrganismos e plantas. Em virtude de suas
caracteristicas  estruturais, incluindo  aspectos
estereoquimicos, e ainda por sua semelhanca com a
esfingosina, lipidio de membrana, os piperidindis vém
recebendo atencdo especial no planejamento de
novos candidatos a farmacos seletivos, sendo
classificados como substancias hibridas carboidrato-
lipidicas.”” %

Estudos independentes com espécies de Senna
spectabilis oriundas do Brasil, Africa e Tailandia
levaram ao isolamento de novos alcaloides
piperidinicos bioativos, o que reforgou o interesse
nesta classe de substancias.”**>*%** A (-)-espectalina,
3-O-feruloil-cassina e 3-O-acetil-espectalina foram
avaliadas em modelos farmacoldgicos in vitro, que
evidenciaram ag¢do inibitéria moderada sobre as
enzimas inflamatdrias ciclo-oxigenases 1 e 2, bem
como em modelos in vivo, que confirmaram sua
potente atividade antinociceptiva periférica. A
espectalina apresentou poténcia compardvel a
dipirona em modelo de contor¢ées abdominais
induzidas por acido acético, apesar de ndo exibir acdo
central, evidenciada pelos ensaios “hot plate” e “tail
flick”. No modelo de dor neurogénica induzida por
capsaicina, a espectalina mostrou importante efeito
inibitério, também comparavel ao obtido pelo
controle dipirona. Esse conjunto de resultados
permitiu classificar a espectalina como substancia
analgésica, sugerindo um modo de a¢do envolvendo

H;CO
NH2 O CH,
]
HsC_N

A o

[Va

sistemas de receptores vaniloides, bem como a
necessidade de estudos adicionais para confirmar seu
mecanismo de agdo e otimizar o perfil de atividade
observado. ***

Foram entdo preparados
semissintéticos da espectalina, para estudos de
relacdo estrutura-atividade analgésica e anti-
inflamatdria. Os estudos de analgesia em modelos de
contorgdo abdominal mostraram maior atividade da
espectalina  em  comparacdo aos derivados
sintetizados, e no teste de hiperalgesia induzida por
formalina, o derivado LASSBio-755 (3-O-acetil-
espectalina, 11) também se mostrou bastante ativo,
enquanto no teste de inflamagcdo induzida por
carragenina, apenas a espectalina exibiu atividade
significativa, com EDs, de 56 pmol/kg.33

alguns derivados

A demanda por novos agentes terapéuticos para a
doenca de Alzheimer (DA), aliada ao padrdo estrutural
singular, sugeriu a investigacdo da espectalina como
potencial inibidor da acetilcolinesterase (AChE),
enzima importante na fisiopatologia da DA, cuja
atividade nas fendas sindpticas estd associada a
hidrdlise da acetilcolina e consequente diminuicdo de
sua concentracdo naquele local. Inibidores de AChE
provocam, portanto, a persisténcia de maior
concentragdo de acetilcolina garantindo extensdo de
seus efeitos e diminuindo os sintomas da DA.>>** Os
farmacos em uso para diminuir os sintomas ou
retardar o progresso da DA como a tacrina (12),
galantamina (13), rivastigmina (14), donepezil (15) ou
memantina (16) (Figura 3) apresentam eficacia
modesta e provocam diversos efeitos indesejaveis, o
que torna urgente a busca por novas alternativas de
tratamento. A andlise detalhada da estrutura da
espectalina permitiu a identificacdo de uma
subunidade correspondente a acetilcolina
internalizada no anel piperidinico, o que poderia
representar um ponto de reconhecimento molecular
da AChE e uma possivel atividade inibitdria da enzima
por derivados da (-)espectalina (7) e (-)-3-O-acetil-
espectalina (11) (Figura 4).

HsCO
OCH,

NH,

3C ) -CHj
_ H NCH3 \ﬂ/ ’Tl s (@] CHj
N o CHs NQ/

tacrina (12)

galantamina (13)

rivastigmina (14)

H5;C
memantina (16)

donepezil (15)

Figura 3. FArmacos para tratamento da doenga de Alzheimer
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Figura 4. Similaridade estrutural da acetilcolina e 3-O-acetil-espectalina

Cinco alcaloides piperidinicos (17-21) foram entdo
planejados utilizando-se 7 e 11, obtidos das flores de
S. spectabilis, como substratos de partida (Figura 5).
Os analogos semissintéticos LASSBio-767 (17) e
LASSBio-822 (21) inibiram a AChE de cérebro de ratos
com ICs4 7,3 e 15,1 uM, respectivamente. Além disso,
demonstraram também acao sobre a
butirilcolinesterase com poténcia 21 e 9,5 vezes

100 -
O//,
T 5ol ]
o .\ H/, ~
wNMlg e <
C) 1 =
R X R -
R Rl X o 7
k=]
17 H O Cl %
18 H OH,H Cl o 401
19 Me O | g
RO,, D
: ® 20 -
AH -
v Ne 9
|l| Cle O 0 -
R C
20 H
21 Boc

menor, evidenciando a seletividade pela AChE.
Adicionalmente, a substancia 21 (1 mg/kg), aplicada
por via intraperitoneal, foi completamente eficaz em
reverter a amnésia induzida por escopolamina em
camundongos (Figura 6), e, tanto LASSBio-767 (17)
como LASSBio-822 (21) ndo apresentaram efeitos
indesejaveis nas doses testadas in vivo.>

B TREINAMENTO
B RETENCAO

56 001 01 1 10
Tac LASSBio.767

0.1 1 3 my'kg
LASSBio 822

Figura 6. Efeito de tacrina (Tac) e de diferentes concentracdes de LASSBio-767
(17) e LASSBio-822 (21) na reversdo da amnésia induzida por escopolamina
(1mg.Kg™) no teste de esquiva inibitéria em comparagdo ao grupo controle (C)
e tratado com escopolamina (Sc). Tempo em segundos de laténcia de escape
da plataforma seguida de estimulo aversivo, na sessdo de Treinamento (azul),
e apds 24h, na sessdo de teste de Retengdo do treinamento (marron); (p<0,05;

Figura 5. Alcaloides
piperidinicos semissintéticos

Estudos complementares com os derivados
LASSBio-767 (17) e LASSBio-822 (21) evidenciaram
seus mecanismos de inibicdo de AChE e sua eficicia
na reversdo da amnésia induzida por escopolamina.
Ensaios de competicdo com o substrato acetiltiocolina
mostraram inibicdo da colinesterase dependente da
concentracdao, com melhor adequacdao dos dados
cinéticos das substancias 17 e 21 com o modelo de
inibicdo ndo competitiva linear simples. Além disso,
ambas as substancias foram capazes de reverter a
amnésia induzida por escopolamina em labirinto
aquatico, e ndo mostraram efeitos colaterais
colinérgicos significativos, em doses superiores as
necessarias para a agdo terapéutica. Esses resultados

Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No. 1| |38-46]|

teste de Mann-Whitney).

reforcam o potencial dos derivados da espectalina,
com perfil farmacoldgico Unico, por associarem a a¢do
inibidora de AChE ndo competitiva e seletividade no
SNC, com efeitos colaterais periféricos
insignificantes.*®

3. Perspectivas de desenvolvimento de
um novo produto farmacéutico

O planejamento de substdncias semissintéticas a
partir da espectalina e da cassina levou aos derivados
LASSBio-767 (17) e LASSBio-822 (21), potentes
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inibidores de AChE, com alta seletividade e baixa
toxicidade.***®

Os resultados promissores evidenciados para acao
sobre o SNC atrairam a atencdo do setor privado
possibilitando o desenvolvimento de etapas
subsequentes de pesquisa em parceria com a Apsen
Farmacéutica. Nessa etapa, foram planejados
experimentos para a obtencdo da espectalina em
maior escala a partir das flores de Senna spectabilis,
além da obtencdo dos homodlogos espectalina e
cassina para avaliagcdo da contribuicdo farmacoférica
do tamanho da cadeia lateral em C-2. Em seguida, a
producdo dos derivados LASSBio-767 (17) e LASSBio-
822 (21), também em maior escala, usando a

1) HCI (g), CHxCl,

[Va

espectalina e a cassina como substratos, foi realizada
atendendo a demanda dos novos prototipos para os
ensaios farmacoldgicos e toxicoldgicos. Etapas de
escalonamento foram antecedidas por experimentos
de otimizacdo das condi¢cbes reacionais de
semissintese com vistas a melhores rendimentos,
imprescindiveis frente a demanda potencial das
etapas de avaliagdo in vivo subsequentes (Esquema
1). Variagbes de solvente, tempo e temperatura de
reacao foram realizadas para a producado do cloridrato
do acetato de espectalina (17, LASSBio-767) em maior
grau de pureza e rendimento.

HO/,,O
HyC' N7

O
1

/\M/\H/CH?’ 2) AcCl, refluxo, 24h
! 9
H

AcO,,,
H C\“@"'/W%
= N g &
H H Cl (@)
17

Esquema 1. Preparacdo do cloridrato de (-)-3-O-acetil-espectalina (LASSBio-767, 17)

O desenvolvimento em paralelo das atividades
relativas ao preparo dos derivados de espectalina e
dos experimentos de farmacologia/toxicologia
permitiu o avanco das pesquisas de maneira
integrada, convergindo para a confirmacao dos
protétipos em estudo como potenciais candidatos a
farmacos para o tratamento da DA. A realiza¢do desta
primeira fase de estudo pré-clinico com os derivados
semissintéticos s6 foi possivel devido a pesquisa
colaborativa envolvendo os laboratérios NuBBE-
UNESP/LASSBIO-UFRJ/Laboratério de Farmacologia
Molecular-UFRJ/Apsen, numa parceria Apsen/FINEP,
em resposta ao edital FINEP “bioprodutos”, cujo
financiamento foi importante para a primeira etapa
de desenvolvimento dos protétipos. Os dados
bastante promissores apontam para a continuidade
desta pesquisa, cujo prosseguimento para uma fase
clinica dependerd exclusivamente de financiamento
da empresa Apsen, que no momento detém contrato
de participagdao nas patentes depositadas em varios
paises. >3

Os eventos recentes de instabilidade econ6mica
em nivel mundial provocaram reflexos também no
Brasil, principalmente no setor farmacéutico nacional,
resultando  numa  possivel interrupcdo do
desenvolvimento deste projeto. Dado este,
atualmente em andlise, por parte da Apsen e setores
juridicos das Universidades envolvidas na pesquisa,
gue procuram formas alternativas para viabilizacdo da
conclusdo da pesquisa de fase pré-clinica. Os dados
toxicoldgicos aliados as andlises farmacocinéticas dos
44

derivados em estudo sdo forte apoio a continuidade
da pesquisa, cuja alternativa é a passagem para uma
empresa de base tecnoldgica tipo spin off. A demanda
por novas alternativas para o prosseguimento das
atividades fica evidente, num cendrio em que
predominam incertezas.

Nesta etapa do desenvolvimento é importante que
exista uma politica mais agressiva e perene, com
investimentos governamentais, de forma que
empresas nacionais sejam suficientemente
estimuladas ao desafio da producdo de um farmaco
nacional.

A adequada aplicagdo de competéncias cientificas
de diversos grupos de pesquisa aliada ao uso da
biodiversidade como fonte inspiradora, fornecendo

substratos que, apds exaustivas etapas de
planejamento e desenvolvimento experimental,
revelaram-se  potenciais agentes terapéuticos,

configura-se numa situacdo muito atrativa, propicia
para o envolvimento do setor empresarial, cuja
contribuicdo é fundamental para a viabilizagdo e
concretizacdo deste projeto.

4. Consideracgoes Finais

Avancar na caracterizacdo do protétipo do
LASSBio-767 (12), como candidato a farmaco para a
doenca de Alzheimer especificamente, buscando
efeitos independentes da inibicdo da atividade
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catalitica da AChE e parametros funcionais de ADMET,
é o principal objetivo das pesquisas de continuidade
com este derivado semissintético, em parceria com o
setor farmacéutico. E também uma meta posterior
desta pesquisa, cujo sucesso ja ndo depende apenas
dos esforcos da academia, ja que a fase de
desenvolvimento de um novo farmaco compete ao
setor industrial, que na atual conjuntura se ressente
da crise econdmica internacional. Aliado a esta
realidade momentanea existe, por parte do setor
industrial nacional, um grande conservadorismo no
que diz respeito ao investimento na pesquisa por
novos medicamentos, considerado de altissimo risco.

Para LASSBio-767 chegar a fase clinica, ainda sdo
necessarios altos investimentos que contemplem as
etapas experimentais para estabelecimento dos
parametros farmacocinéticos (de absorgao,
distribuicdo, metabolismo e eliminagdo — ADME) e a
duracdo do efeito do LASSBio-767 in vivo. Estes dados,
obtidos em animais, sdo imprescindiveis como parte
da avaliacdo do candidato a farmaco. Ainda que os
parametros de ADME devam ser obtidos pelos
métodos classicos de analise quimica da substancia
em fluidos e tecidos bioldgicos, é importante ainda
obter informacbes que integram os dados de ADME
com farmacodindmica, medindo o grau de inibicdo
das colinesterases ex vivo, apds administracdo
sistémica do LASSBio-767. Outro aspecto que precisa
ser investigado é a interagdo do LASSBio-767 com as
células e seu metabolismo, compondo o conjunto de
dados fundamentais para permitir o avanco das
pesquisas e confirmacdo de seu potencial terapéutico.
Considerando o perfil favoravel apresentado pelo
LASSBio-767, de baixa toxicidade colinérgica in vivo e
capacidade de transpor a barreira hematoencefalica,
bem como as possibilidades de interacées com alvos
que podem acrescentar efeitos independentes da
inibicdo da AChE, este protdtipo tem um grande
potencial para passar pelo complexo funil da inovacao
farmacéutica — tornar-se um farmaco util para o
tratamento de disturbios cognitivos como a DA.
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