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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o estudo quimico da fragdo diclorometanica das
folhas de Senna multijuga, visando o isolamento, purifica¢do e elucidacdo estrutural de
alcaloides piridinicos com potencial farmacologico. Inicialmente foi preparado o extrato
hidroalcoolico das folhas, o qual foi submetido a particdo liquido/liquido com hexano,
diclorometano e acetato de etila. As quatro fragdes obtidas foram avaliadas por CCD,
sendo a fracdo diclorometanica a de maior concentragdo alcaloidica. Essa fragdo foi
submetida a extrag@o acido/base e a fracéio alcaloidica submetida a CCD preparativa de
silica, que foi desenvolvida com uma mistura dos solventes hexano:CHCI;:AcOEt
(1,5:2:6,5), de onde foram isolados cinco alcaldides que apresentaram absor¢do na
regido do ultravioleta a 254 ¢ 286 nm. Desta separagdo obteve-se dois alcaloides puros,
7"-multijuguinona (5), 12'-hidroxi-7'-multijuguinona (2), e os demais foram purificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): 4 ~multijuguinato de metila (3), 7'-
multijuguinol (4a e 4b) e 12"-hidroxi-7'-multijuguinol (la e 1b). Estas substincias
tiveram suas estruturas elucidadas pelo uso dos experimentos de Ressondncia
Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas com ionizag@o por eletrospray
(EM). A partir destas analises foi possivel determinar a estrutura de sete substancias,
sendo todas inéditas na literatura. As substidncias apresentaram atividade
anticolinesterasica moderada, o que justifica a importancia de estudos com metabolitos
secundarios. Os pares 1a e 1b e 4a e 4b isolados apresentam isomeria que ainda nao
determinada. Pelas analises do perfil alcaloidico determinado no estudo sobre a espécie,
pode-se constatar que os demais 6rgdos também acumulam alcaldides, porém, em

concentragdes diferentes, prevalencendo um ou dois deles.

Palavras chaves: Senna multijuga, alcaloides piridinicos, atividade anticolinesterasica.



ABSTRACT

This present work deals with the chemical study of the dichloromethane fraction of the
Senna multijuga leaves, aiming the isolation, purification and structural elucidation of
the new bioactive pyridine alkaloids, which can be useful for further pharmacological
evaluation. The leaves ethanol extract was subjected a liquid/liquid partitions with
hexane, dichloromethane and ethyl acetate, resulting in four fractions, which were
evaluated for TLC, being the dichloromethane the fraction with the highest
concentration of alkaloids. This fraction was subjected to acid/basic extraction, and the
alkaloidal fraction (1.42 g) was subjected to silica preparative TLC, and eluted with a
solvent system: n-hexane:CHCl;:AcOEt (1.5:6.5:2), which were isolated five alkaloids.
From this procedures were obtained alkaloids, 7-multijuguinone (5), 12"-hydroxyl-7'-
multijuguinone (2) and the resulting mixture was further purified by HPLC yielding
methyl 4"-multijuguinate (3), 7"-multijuguinol (4a e 4b) and 12"-hydroxyl-7'-
multijuguinol (1a e 1b). The structure of all alkaloids were determined by RMN and
mass spectral data analysis resulting in seven new moderate acetylcholinesterase
inhibitor derivatives. The alkaloids pairs, 1a;1b and 4a;4b, are isomeric mixtures, not
identified yet. Through the alkaloid profile has been established after several data
accumulated from this plant, it was observed that others organs also accumulate the

same alkaloids, but in different concentration prevailing one or two alkaloids.

Keywords: Senna multijuga, pyridines alkaloids, Acetylcholinesterase activity.
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286 nm.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo substincias de marcado interesse no passado e
presente. S3o candidatos promissores para a descoberta de bioprodutos, sendo
medicamentos a categoria que mais teve exemplos de sucesso ao longo do tempo,
demonstrando que os metabdlitos secundarios continuam desempenhando um papel
importante no futuro dos programas de desenvolvimento de farmacos (NEWMAN E
CRAGG, 2007). A busca por principios bioativos demanda muitas varidveis. Uma
importante é o conhecimento tradicional e cultural (etnobotéanica e etnofarmacologia),
que ao ser validado pelo conhecimento cientifico (quimica, farmacoldgia, toxicologia)
pode contribuir de forma marcante no processo de descoberta de farmacos. Inumeros
exemplos de medicamentos hoje no mercado, em todo o mundo, resultaram do estudo
racional sobre plantas medicinais (GERTSCH, 2009) — outra é o levantamento
sistematico de dados clinicos, para que associados ao conhecimento tradicional
existente possam ser incluidos em projetos de desenvolvimento de novos farmacos
(GRAZ, FALQUET e ELISABETSKY, 2010).

Um processo de investigagdo comum € convergir o levantamento de campo
(etnofarmacologia) com o estudo fitoquimico, com a ideia de que a pesquisa possa
contribuir para o desenvolvimento econdmico, caso um novo firmaco possa ser
encontrado e, posteriormente comercializado. Ademais, € preciso que as relagdes éticas
e culturais sejam mantidas com os donos do conhecimento tradicional (GRAZ,
FALQUET e ELISABETSKY, 2010). No entanto, o caminho para o desenvolvimento
de um novo farmaco € excessivamente longo, mesmo nos raros casos de sucesso.

Um exemplo desse tempo excessivo ocorre até mesmo no desenvolvimento de
um fitoterapico, demonstrando que apenas um estudo quimico bem elaborado, mesmo
com uma planta de conhecimento tradicional, ndo é suficiente para validagdo de um
medicamento de origem natural. Isso vem de encontro com a conclusdo do estudo
fitoquimico de Garcinia mangostana com potencial farmacologico evidente, feito por
Obolskiy et al. (2009), na qual afirmaram que "uma das graves lacunas no
conhecimento fitoquimico ¢ a falta de dados clinicos, aliada a poucas conclusdes sobre
as atividades farmacoldgicas e seu real potencial clinico". Tais evidéncias demonstram

que ¢ preciso uma gama de conhecimentos e inumeras informag¢des sobre uma
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determinada planta medicinal, para prover um bom progresso na area e ser aprovado
para um determinado uso.

Recentemente, o programa Fantdstico da TV Globo, mostrou uma série
denominada “E BOM PRA QUE?”, discutindo os usos e abusos dos tratamentos
médicos feitos com produtos derivados de plantas e suas perspectivas na fitoterapia
medicinal. No entanto, muitas dessas plantas ainda ndo passaram pelo crivo cientifico
dos estudos clinicos. E imbuido nessa linha, que a etnofarmacologia pode contribuir
para a exploragdo de recursos fitoterapicos para uso em diferentes contextos, além de
fornecer dados que poderdo ajudar a responder perguntas do tipo: "Entre todos
diferentes tratamentos para uma doenga associada, qual ¢ o mais eficaz? (ETKIN e
ELISABETSKY, 2005). O mais importante de tudo isso, ¢ a relagdo que deve existir
entre aspectos €ticos, culturais, ambientais, sociais, politicos € econdmicos para um
desenvolvimento de fArmacos mais racional, relacionado com os porvindouros estudos
fitoquimicos e clinicos das plantas ditas medicinais.

Além disso, no Brasil, pais com uma das maiores biodiversidades do planeta, em
torno de 22% do total, o numero de espécies estudadas é muito pequeno em relagdo ao
potencial existente. Sendo assim, a bioprospec¢do auxiliada por testes bioldgicos gerais
e/ou especificos é hoje considerada uma das formas mais racionais para a busca de
farmacos potenciais de origem vegetal, visando também substincias importantes para
produzir novos alimentos, fibras, combustiveis, lubrificantes dentre outros (GERTSCH,
2009).

Na busca por novas substancias com possiveis potencialidades terapéuticas,
Senna multijuga foi selecionada para o estudo fitoquimico. A escolha desta espécie e os
porqués do estudo se basearam na seguinte pergunta: Por que pesquisar Senna multijuga

¢ o que se pretende estudar com este trabalho?
1.1. Por que pesquisar Senna multijuga e o que estudar?

Senna multijuga (Rich.) Irwin et Barneby (sin. Cassia multijuga Rich.) possui
importantes propriedades medicinais, sendo as sementes usadas no tratamento oftalmico

e infecgdes cutaneas, apresentando ainda propriedades antibioticas (DUBEY e GUPTA,

1980). Além disso, relatos apontam que indios tenharins Topeiuia utilizam as folhas de
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S. multijuga como sedativo em ritual de benzimento, passando os ramos no rosto das
criangas (DI STASI, 1995).

Uma das caracteristicas importantes acerca de um estudo fitoquimico ¢ saber se
as substancias alvo apresentam alguma atividade farmacologica, que referendem o
conhecimento popular descrito. Preservar tal conhecimento tradicional e entender as
bases farmacologicas dos medicamentos fitoterapicos pode ser considerado uma razao
valida para se proteger as florestas tropicais ou se engajar na sua conservacio (KIM,
2005). Ademais, o uso de plantas medicinais € uma estratégia terapéutica amplamente
aceita por milhdes de pessoas acriticas e muitas vezes, passa a ser a Unica forma de
tratamento e cura de enfermidades para os individuos de uma determinada sociedade
(GERTSCH, 2009).

De um estudo de triagem de seis espécies do género Senna e Cassia, utilizando a
técnica de espectrometria de massas, foi possivel identificar a presenga de alcaldides
piridinicos inéditos na literatura em uma matriz complexa de Senna multijuga
(PIVATTO, 2010; SERRANO et al., 2010; FRANCISCO, 2008; SERRANO, 2006).
Tal resultado é muito relevante, uma vez que substancias alcaloidicas apresentam
diversas atividades farmacologicas (VIEGAS JUNIOR, 2006; CORREIA, 2001).

Ademais, esse resultado vai ao encontro com os objetivos do Nucleo de
Bioensaios, Biossintese ¢ Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), que depois de
dez anos de bioprospeccdo da flora paulista e de centenas de espécies estudadas que
pertencem a diversos grupos taxondmicos, selecionou as espécies de Senna e Cassia
para um estudo com atengéo especial devido aos alcaldides piperidinicos isolados de S.
spectabilis com agdo sobre o sistema nervoso central. Esses estudos fazem parte do
projeto “Conservagdo e uso sustentdavel da diversidade vegetal do Cerrado e Mata
Atlantica: Diversidade quimica e prospecgdo de farmacos potenciais”, concluido em
dezembro de 2010, mas que tera continuidade com a submissdo de outro projeto.

O trabalho pioneiro de Bolzani (1995), fracionando os extratos ativos das folhas
de C. leptophylla (anos depois reclassificada como C. spectabilis sin. S. spectabilis),
levou ao isolamento dos primeiros alcaldides piperidinicos (2—8) no NuBBE (Figura 1).
Em seguida, Viegas Junior et al. (2004), estudando as flores de C. spectabilis isolaram
trés novos alcalodides (9, 12 e 17; Figura 1), juntamente com a substancia 5 j& isolada
anteriormente. Foi a partir da observagdo de uma unidade de acetilcolina ligada as
estruturas moleculares em 7-9, que esta classe de metabdlitos despertou a aten¢do para

a avaliagdo da atividade inibidora da acetilcolinesterase e posteriores estudos de
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farmacologia e toxicologia. Devido ao potencial farmacologico e citoxidade moderada
apresentado pelos cloridratos dos metabdlitos 7-9, destes derivados, 7 sendo o derivado
majoritario produzido pela espécie, foi eleito como modelo de farmaco potencial e
encontra-se em estudo de fase pré-clinica (VIEGAS JUNIOR et al., 2005a; VIEGAS
JUNIOR etal., 2005b; U.S. Pat. Appl. 20080076799). Em estudos posteriores
realizados com os frutos de S. spectabilis, utilizando a técnica de espectrometria de
massas fandem com ionizacdo por electrospray (IES-EM), foi identificada a presenca de
séries homologas de outros alcaldides piperidinicos (1, 2, 4, 5, 9-17) (PIVATTO et al.,
2005). Dentre esses metabdlitos identificados, esta o alcaldide 1, primeiro metabdlito
isolado das folhas e galhos de C. excelsa Shrad. (sin. C. spectabilis; HIGHET, 1964) e
seu homologo 5. Recentemente os alcaldides 5, 9 e 13 foram isolados dos frutos verdes

de C. spectabilis (VIEGAS JUNIOR et al., 2007).
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HO, HO.,,, HO,
CH, W ", CH,
T N 9 BTN /\H{\"/ HCT N 7 OH
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R =H, n = 7: 3-0-p-coumaroil-cassina (15)
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Figura 1. Alcaloides piperidinicos isolados de Senna spectabilis no NuBBE.

Assim, devido ao grande interesse em mapear ¢ catalogar o maior nimero de
espécies de Fabaceae que biossintetizam substdncias com possivel potencial

farmacolégico, sobretudo as substincias alcaloidicas, o estudo botinico, quimico,
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biolégico e farmacoldgico de espécies de Senna/Cassia estdo sendo priorizados pelo

NuBBE, incluindo a S. multijuga que € alvo deste estudo.

1.2. Consideracdes gerais sobre Senna multijuga

Senna multijuga é uma arvore de pequeno porte (Figura 2), atingindo até¢ 10 m
de altura, pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Caesalpinioideae,
conhecida popularmente como pau-cigarra, aleluia, canafistula ou caquera (DI STASI,
1995). Dependendo da regido do pais pode ser utilizada como planta ornamental em
paisagismo, devido a coloracdo amarela de suas flores e vegetacdo de matas ciliares
(DAVIDE, FARIA e¢ BOTELHO, 1995). Sua madeira pode ser empregada para
caixotaria leve, confec¢@o de brinquedos, lenha e carvdo. As sementes apresentam
dorméncia, provocando problemas na germinagdo (CARVALHO, 1994).

Estudos realizados com as sementes de Senna multijuga reportaram a presenga
de diferentes compostos, dentre os quais se destacam diversas antraquinonas
glicosiladas e um flavonol glicosilado (DUBEY; GUPTA, 1980 e SINGH, 1981). Além
destas substincias, um estudo realizado por Singh (1982) evidenciou a presenca de
outros tipos de metabolitos secundarios nas folhas de Senna multijuga, sendo essas
pertencentes aos grupos das cromonas, algumas ocorrendo na forma de glicosideos.

Posteriormente, Tiwari e Singh (1983) isolaram e caracterizaram a partir do
extrato das raizes de Senna multijuga, as antraquinonas: a 1,3-diidroxi-2-metil-
antraquinona e a 1,3,8-trildroxi-6-metdxi-2-metil-antraquinona, além outras
glicosiladas. No entanto, um estudo fitoquimico mais amplo de metabdlitos secundarios

e avaliacdo de atividades bioldgicas nédo tem sido realizado desde entdo.
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Figura 2. Senna multijuga: arvore florida, folhas e flores, vagens, sementes, tronco e lenho.

1.3. A doenca de Alzheimer e as drogas anticolinesterasicas

O avango tecnoldgico que o mundo passou e continua passando afeta
diretamente a medicina. Doengas antes incuraveis, hoje sdo controladas com grande
facilidade. Esse progresso ¢ um dos fatores do aumento da expectativa de vida no
mundo. No entanto, as doengas relacionadas a idade estdo prevalecendo sem cura ou
tratamento eficaz, tornando-se problemas de saude publica. Segundo a Proje¢do da
Populagdo por Sexo e Idade 1980-2050, a expectativa de vida média do brasileiro
alcangara os 78,2 anos para os homens e 84,5 anos para as mulheres em 2050 enquanto
que a taxa de fecundidade chegara aos 0,24% no mesmo ano (BRASIL, 2008).

Assim, uma das causas mais comum de deméncia em pessoas acima de 65 anos,
afetando cerca de 10% das pessoas acima desta faixa etaria e 50% das pessoas acima de
85 anos ¢ a doenca de Alzheimer (SEIDL, 2010; VIEGAS JUNIOR et al., 2005). A
doenga de Alzheimer (DA) foi descrita primeiramente pelo médico patologista alemao
Alois Alzheimer em 1907. E uma doenga mental complexa, multifatorial, heterogénea e
irreversivel relacionada a idade, caracterizada pela perda gradual de memoria, alteragdes
no comportamento e na personalidade e também pelo declinio das habilidades

intelectuais (MARCHESI, 2011; VIEGAS JUNIOR et al., 2005).
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Atualmente, existem cinco drogas aprovadas para o tratamento clinico da doenga
de Alzheimer: donepezila (1), galantamina (2), rivastigmina (3), tacrina (4) e memantina
(5) (SEIDL, 2010, Figura 3). Dentre estas, as quatro primeiras sdo classificadas como
drogas anticolinesterasicas, ou seja, inibidores da enzima acetilcolinesterase e a ultima
atua como antagonista do receptor de glutamato aumentando os niveis de acetilcolina na

fenda sinaptica.

0
HsCO
HsCO
1
CH, CH,
_N_ _O _CH,
HaC \n/ N
o) CHs
3

Figura 3. Drogas utilizadas para o tratamento da doenga de Alzheimer.

O primeiro inibidor da acetilcolinesterase utilizado foi a fisostigmina (6, Figura
3), um alcaldide primeiramente isolado da espécie Physostigma venenosum, L.
(Fabaceae). Hoje em dia, a fisostigmina é muito utilizada como controle positivo de
bioensaios de novas substancias, pois seu tempo de meia vida ¢ muito curto. Contudo,
sua estrutura quimica forneceu um modelo para o desenvolvimento da rivastigmina,
outra substincia com melhor perfil farmacocinético utilizada atualmente na terapia da
doenca. A galantamina, outro alcaldide de origem natural, foi extraido primeiramente da
espécie Galanthus nivalis (Amaryllidaceae), ¢ posteriormente de outras espécies da
mesma familia como Narcissus sp. e Leucojum sp. Esta droga é comercializada desde
1996, possuindo um modo duplo de agdo: atua como inibidor seletivo e reversivel da
enzima acetilcolinesterase; e modula os receptores nicotinicos cerebrais (SEIDL, 2010).

As drogas anticolinesterasicas possuem um papel importante no tratamento da
DA, pois elas agem inibindo a acetilcolinesterase (AChE) que hidrolisa a acetilcolina
(ACh), principal neurotransmissor na DA, sendo reconhecidamente importante para o
aprendizado e memoria (SEIDL, 2010). A deficiéncia de ACh na DA levou ao

estabelecimento da hipdtese colinérgica a qual explica que a incapacidade de transmitir
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impulsos neurolégicos entre as sinapses cerebrais ¢ a razio para as disfungdes
cognitivas e comportamentais. Isto porque, quando a AChE hidrolisa a ACh, cessa o
efeito desse neurotransmissor nas sinapses colinérgicas.

Com o intuito de buscar novos anticolinesterasicos com uma vasta diversidade
estrutural e explorar a possibilidade dos diferentes modos de agfo, intensificaram os
estudos fitoquimicos com diversas espécies de plantas e/ou microrganismos com base
no uso popular e/ou dados etnobotanicos. A pesquisa de tais inibidores, sobretudo os
oriundos da classe alcaloidica, ¢ de extremo interesse tanto na area dos produtos
naturais quanto no campo da modelagem molecular, permitindo criar bancos de dados

com diversas estruturas como futuros prototipos.

1.4. Consideracdes gerais sobre os alcal6ides

Em 1819, o farmacéutico alemao Carl Meissner cunhou o termo alcaldide. Tal
vocabulo ¢é derivado da palavra arabe al-qali, denominagdo vulgar da planta da qual a
soda foi originalmente obtida, representando os compostos nitrogenados
farmacologicamente ativos encontrados, predominantemente, nas angiospermas
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Desde entdo, o estudo sobre os alcaldides se
intensificou levando a inimeros isolamentos ¢ elucidac¢des estruturais.

No Brasil, por exemplo, o primeiro alcaldéide isolado e identificado foi a
pereirina (Figura 4), encontrado na casca do pau-pereira (Geissospermum vellosii),
arvore da familia das apocinaceas. Esta substincia, usada durante muito tempo como
medicamento contra febres (inclusive as provocadas pela malaria), foi isolada em 1838,
no Rio de Janeiro, por um farmacéutico brasileiro. A descoberta da pereirina, a qual foi
reivindicado por pesquisadores de outros paises, mostra que na primeira metade do
século XIX ja se faziam estudos quimicos de produtos naturais no pais (ALMEIDA et

al., 2009).
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Figura 4. Pereirina, isolada de Geissospermum vellosii.

Os alcaldides fazem parte de uma das classes de substincias naturais mais
importantes em virtude das propriedades toxicas e farmacologicas demonstradas em
diversos ensaios in vitro e in vivo (VIEGAS JUNIOR, 2006). Com estrutura molecular
bastante diversificada, contendo pelo menos um atomo de nitrogénio basico em sua
estrutura, amiude, apresentam atividade sobre o sistema nervoso central (SNC),
podendo causar paralisia, aumento ou diminui¢do da pressdo sanguinea (CORREIA,
2001).

Este vasto grupo de metabolitos com grande diversidade estrutural representa
cerca de 20% das substancias naturais descritas na literatura (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000). Existem diversas classes de alcaldides que s@o divididos em trés
categorias de acordo com a proposi¢do de Cordell: (i) alcaloides verdadeiros: aqueles
que contém um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico, classificados com base
no sistema anelar presente na molécula que sdo derivados de aminoacidos (1, 2, Figura
5); (ii) protoalcaldides: substancias cujo atomo de nitrogénio nio se encontra em um
sistema heterociclico. S8o considerados como aminas simples (3, 4, 5, Figura 5);
(iii) pseudoalcaloides: compostos nitrogenados com e sem anéis heterociclicos que nio

sdo derivados de aminoacidos (6, 7, Figura 5, CORREIA, 2001).
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Figura 5. As trés categorias de alcaldides segundo a classifica¢do de Cordell: (i) alcaldides;
(ii) protoalcaldides; e (iii) pseudoalcaldides.

2 OBJETIVOS

Os objetivos delineados do trabalho foram:

e Isolar, purificar e elucidar as estruturas das substincias alcaloidicas
presentes no extrato das folhas de Senna multijuga, que foram identificadas
por espectrometria de massas (EM);

e Avaliar possiveis atividades bioldgicas das substancias isoladas;

[ ]

Tragar o perfil alcaloidico das demais partes da planta (flores, frutos e

galhos) por EM e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3 PARTE EXPERIMENTAL
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A parte experimental consistiu na instrumentacdo e materiais utilizados para o

desenvolvimento do trabalho.

3.1. Instrumentagéo

As andlises espectroscopicas, espectrométricas e cromatograficas foram

realizadas utilizando-se os seguintes equipamentos:

e Espectrdmetro 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.

e Cromatografo liquido da marca Varian ProStar, consistindo de uma bomba
ternaria mod. 240, um detector de arranjo de diodo mod. 330 ¢ um injetor
automatico mod. 410, controlados pelo programa Star Chromatography
Workstation versdo 5.3.

e Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® composto pelos seguintes
moédulos: bombas LC-8A, degaseificador SPD-10 AVP, autoinjetor SIL-10AF,
detectores de UV—Vis SPD-10 AVP e evaporativo de espalhamento de luz
ELSD-LT, controlados pelo programa LC Workstation CLASS—VP. Para o
desenvolvimento do método foram utilizadas as colunas: Phenomenex Gemini 5
um, C18, 250 x 4,6 mm, n°. 286293-11, Phenomenex LC18 5 um, 250 x 4,6
mm.

e Espectrdmetro de massas de alta resolu¢do Bruker Daltonics ultrOTOF-Q,
ionizagdo por electrospray. As amostras foram solubilizadas em metanol e
introduzidas utilizando seringa (100 uL), adaptada a uma bomba de infusdo com
fluxo 100 pL.h™. O capilar é aquecido a 150 °C com fluxo de gas nebulizante 4
L.min." ¢ 4 kV. Os dados podem ser adquiridos no modo positivo ou negativo.

o Espectrofotdmetro na regido do infravermelho da marca Nicolet, modelo
IMPACT 400.

e Ponto de fusdo medido em aparelho digital da marca Micro Quimica, modelo
MQAPF - 301.

e Espectrofotdmetro (UV/Visible Spectrophotometer), da marca Amersham

Biosciences, modelo Ultrospec 2100 pro.
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3.2. Materiais Utilizados

Os materiais utilizados foram: os solventes para o preparo dos extratos, particdes

liquido/liquido e solubilizacdo de amostras; as fases estaciondrias para as analises

cromatograficas; e os reveladores para identificar as substincias alcaloidicas.

3.2.1. Solventes

Metanol (CH;OH): J. T. Baker; Baker Analyzed® HPLC
Acido acético glacial (H;CCO,H): Quemis P.A. ACS
Cloreto de metileno (CH,Cl,): Synth P.A. ACS
Cloroférmio (CHCI3): Synth P.A. ACS
Hidréxido de amonio (NH4OH): Synth P.A. ACS
Solventes de grau técnico, purificados em destilador semi-industrial com coluna
de fracionamento (4 m de altura): hexano, acetato de etila, etanol, metanol,
acetona, n-butanol.
Agua deionizada em aparelho da marca Milli-Q plus
Solventes deuterados:
> Cloroférmio-d 99,8% ACROS Organics
> Metanol-ds 99,8% Cambridge Isotope Laboratories, Inc

3.2.2. Cromatografia

Para as cromatografias em camada delgada foram utilizadas as seguintes fases

estaciondarias:

Placas comerciais de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UVasy)
0,20 mm de espessura

Placas de silica gel 60 G e Alumina G, preparadas aplicando-se uma suspensio
da fase em agua destilada, na proporg¢éo 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

secadas a temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente 6 h e em
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seguida ativadas em estufa a 120 °C, por 2 h. As revelagdes foram feitas por:
irradiagdo ultravioleta (UV 254 ou 366 nm) ou por nebulizagdo dos reveladores

descritos no item 3.3

3.3. Reveladores

Para as visualiza¢cdes em placas cromatograficas foram utilizados os seguintes

reveladores (TOUCHSTONE, 1978):

3.3.1. Revelador Dragendorff

Solucdo A: 0,85 g de subnitrato de bismuto (BiONO;) numa mistura de 10 mL de acido
acético glacial e 40 mL de agua.

Solug¢do B: 8 g de iodeto de potassio (KI), em 20 mL de agua.

Solugdo estoque: Misturar partes iguais das Solucdes A e B.

Solugdo spray: Misturar a solugdo estoque, acido acético e agua (1:2:10).

Resultados: Detecgdo de alcaldides

3.3.2. 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.

3.4. Preparo do Material Vegetal e Particédo Liquido/Liquido

As folhas de Senna multijuga (4,55 kg) foram coletadas em Araraquara na
estrada que dé acesso a fazenda Salto Grande (latitude sul —21°48'16,5"; longitude oeste
— 48°12'24,1"), sendo que uma exsicata esta depositada no Instituto de Botanica sob o
niamero SP 384103. As folhas foram secadas em estufa com sistema de circulagdo por
um periodo de quatro dias a 40 °C (1,90 kg). Em seguida elas foram trituradas em
moinho de facas e submetidas a extragdo com etanol por um periodo de sete dias até a
filtragdo e evaporagdo do solvente em rotaevaporador. Este procedimento foi repetido

por trés vezes, resultando no extrato hidroalcéolico das folhas (EEF, 310 g).
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Para o estudo das folhas de S. multijuga foram dissolvidos 309 g do extrato em
metanol/agua (4:1) que em seguida, foi filtrado em papel de filtro. Esse filtrado foi
submetido a parti¢do liquido-liquido com os solventes hexano, diclorometano (CH,Cl,)

e acetato de etila (AcOEt), sucessivamente, resultando em quatro subfracdes (Figura 6).

EEF (309 g)

1. Solub. MeCOH:H;O 4:1 {1000 mL)
2. Filtrag3o

1

Residun msolivel

| sol. Hidrometanélica |

(RI) 25,16 g Hexano (6 x 200 mL)
| Sol. Hidrometanolica | F. Henica

(EEF-Hex) 47,37 g

CHaCly (5 % 200 mL)

l

F. CH,Cl | Sol. Hidrometanaolica |
(EEF-CHzCly) 100,03 g AcOEE (4 % 200 mL)
F. 4cOEt F. Hidrometandlica
(EEF-AcOEf) 95,23 g (EEF- MeOH/H,0) 34,67 ¢

Figura 6. Fluxograma da parti¢do liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de Senna
multijuga.

3.5. Extracdo 4cido/base

O procedimento da extragdo acido/base consistiu em solubilizar 99 g da
subfragdo CH,Cl, em acido cloridrico 5%, filtrar e particionar com AcOEt. Em seguida,
foi adicionado hidréxido de amonio na fase acida até elevar o pH no intervalo de 10-13
seguido de extragdo com CH,Cl,, cuja andlise em CCDA revelou a presenca de
alcaléides (Figura 7) (SRIPHONG et al., 2003). O mesmo procedimento foi realizado
para 90 g da subfra¢do AcOEt.
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| F. CH,CL 09 g ‘

1. Solub, HCL 5% (400 mL)
2. Filtrar3n

|

Residuo insolivel Sol. Acida

(RI*) 20,33 g ACOEE {3z 50 mL)
Sol. Acida F. AcOEt 1796 2

1. MH4OH ate pH 10-13
2. CHyCl (6 % 50 mlL)

! 1

F CHaCly 14183 g Sol Basica 345 g

Figura 7. Fluxograma da extragdo acido/base para a subfracdo CH,Cl,.

3.6. Preparo das amostras para analise por EM e CLAE

Todas as fracdes alcaldidicas e as substdncias alcaldidicas isoladas foram
pesadas (1,0 mg) e solubilizadas em metanol (1,0 mL) grau HPLC. Tais solugdes foram

filtradas em membranas de PVC 0,22 pm e submetidas as analises.

3.7. Avaliacao da atividade anticolinesterasica

O ensaio quali e quantitativo por bioautografia (Cromatografia em Camada
Delgada — CCD), realizado no Instituto de Botanica de Sdo Paulo pelo grupo da Prof*
Dr* Maria Claudia MarxYoung, consistiu no desenvolvimento de uma cromatoplaca
com a substdncia em analise, juntamente com um controle positivo inibidor da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (fisostigmina ou galantamina). Para os ensaios quantitativos
(Concentragao Inibitéria Minima — CIM) foram aplicadas quantidades conhecidas ¢ em
ordem decrescente de massa, das amostras € com o controle positivo em massa
padronizada, objetivando encontrar a menor quantidade inibidora de AChE, que possa
ser observada visualmente. Apos o desenvolvimento da placa, a mesma foi borrifada
com a solugdo da enzima AChE (6,66 U) (Solugdo A) e o solvente evaporado com
secador de cabelo. A placa foi incubada em cdmara umida fechada a 37 °C por 20
minutos, ¢ em seguida borrifada com a Solugdo D (MARSTON; KISSLING;
HOSTETTMANN, 2002).
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A coloracdo roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de
mancha branca indica a que houve inibicdo da enzima, sobre um fundo de coloragio
roxa que indica a atividade da acetilcolinesterase. (MARSTON; KISSLING;
HOSTETTMANN, 2002). Os resultados foram fotografados e os valores de Rf
calculados para os halos onde houve a inibi¢do da enzima.

As solugodes foram preparadas de acordo com o procedimento abaixo:

Solugdo A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n° C2880) dissolvida em
150 mL do tampao Tris-HCI (0,05 M; pH 7,9), a soluc¢io estoque serd armazenada a 4
°C, no momento do uso sera adicionado 0,1% de albumina de soro bovino fra¢do V;
Solugdo B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol;

Solugéo C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de dgua destilada;

Solugéo D: mistura de 10 mL da solugéo B + 40 mL da solucéo C.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a preparacdo do extrato hidroalcoolico das folhas de S. multijuga (310 g;
16,31% de rendimento), este foi submetido a parti¢cdo liquido/liquido como descrito no
item 3.4, resultando em quatro subfragdes com diferentes niveis de polaridade
(Tabela 1). As fracdes foram analisadas por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA), utilizando como fase estacionaria (FE) silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia (UV;s4). A fase movel (FM) consistiu em uma mistura de AcOEt:Hexano
(4:1), sendo a revelagdo feita pelo reagente de Dragendorff que é um revelador

especifico para substancias alcaloidicas.

Tabela 1. Fragoes da partigdo liquido-liquido do EEF e seus rendimentos massa/massa.

Fragéo Massa (g) Rendimento (%)
Hexanica 4737 15,33
CH,Cl, 100,03 32,37
AcOEt 95,23 30,82
Hidrometanolica 34,67 11,22
Residuo insoluvel 25,16 8,14
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Apds a revelagdo com o reagente de Dragendorff foram observadas manchas
amarelas, pouco intensas, na fracdo CH,Cl,, sugerindo a presenga de substancias
alcaloidicas (Figura 8). Devido a pouca intensidade da coloracdo apos a revelagdo, foi
realizada uma extragdo acido/base, para obter uma fragdo enriquecida nos alcaldides,
descrita no item 3.5. Da andlise por CCDA, observou-se que a fracdo enriquecida
concentra os alcaloides (1,4183 g; 0,46 % de rendimento; Figura 7). Tal procedimento
também foi realizada na subfragdo AcOEt, obtendo uma fragio alcaloidica enriquecida

(70,0 mg; 0,02% de rendimento).

Figura 8. CCD analitica revelada com o reagente de Dragendorff: (A) Frag&o hexnica (1);
Fracdo CH,Cl, (2); Fragdo AcOEt (3); Fragdo hidrometandlica (4) e (B) CCD analitica da
Fragdo CH,Cl, da extracdo 4cido-base.

Visando o isolamento das cinco substancias que foram identificadas pela analise
por CCDA e que apresentaram Rf diferentes, a fracdo alcaloidica enriquecida (F.
CH)Cl; ap6s a extragdo acido/base) foi submetida a cromatografia de camada delgada
preparativa (CCDP, Analtech — SILICA GEL GF com indicador de fluorescéncia
(UV2s4), 20 x 20 cm e 500 microns). Utilizou-se 12 placas preparativas, aplicando
aproximadamente 100,0 mg da fragdo alcaloidica em cada uma. A FM consistiu em uma
mistura de Hexano:CHCI;:AcOEt (1,5:2,0:6,5), na qual a placa foi eluida duas vezes
para uma melhor separacdo (Figura 9). As cinco substincias isoladas foram
denominadas de ALC 1 (110 mg; R,=0,22), ALC 2 (12,3 mg; Ry= 0,33), ALC 3 (19,0
mg; Ry = 0,44), ALC 4 (130 mg; R,= 0,61) e ALC 5 (25,1 mg; Ry = 0,72), de acordo
com seus Ry em ordem crescente (Figura 9). Em seguida, todas as substancias foram

analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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A

Figura 9. CCD analitica revelada com o reagente de Dragendorff (A) e CCD preparativa sob
luz UV366 nm (B).

4.1. Analise das substéncias alcaloidicas isoladas por CLAE

As cinco substancias alcaloidicas isoladas em CCDP foram submetidas a andlise
por CLAE, utilizando uma coluna analitica Phenomenex LC18 5um, 250 x 4,6 mm.
(Figura 10, 11, 12, 13 e 14). Foi utilizado um gradiente iniciando com 35% de metanol
até 100% como condicdo cromatografica, com o objetivo de verificar a eficiéncia da

purificagdo por CCDP (Figura 10, 11, 12, 13 e 14).

22,4

1

21,7

Figura 10. Cromatograma do ALC 1 (Ry= 0,22); gradiente (40 min), 35-100% de MeOH —
H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.
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20,3

Figura 11. Cromatograma do ALC 2 (Ry= 0,33); gradiente (40 min), 35-100% de MeOH —
H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.

27,9

9,6 26,2
11,2 18,3

Figura 12. Cromatograma do ALC 3 (Ry= 0,44); gradiente (40 min), 35-100% de MeOH —
H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.
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30,6

30,3

Figura 13. Cromatograma do ALC 4 (R,= 0,61); gradiente (40 min), 35-100% de MeOH —
H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.

29,5
I

Figura 14. Cromatograma do ALC 5 (Ry= 0,72); gradiente (40 min), 35-100% de MeOH —
H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.

A andlise dos cromatogramas dos ALC 2 (12,3 mg; 0,004 % de rendimento) e
ALC 5 (25,1 mg; 0,008 % de rendimento) mostrou que o isolamento e purificacdo por
CCD preparativa foi eficiente, uma vez que os cromatogramas ndo apresentaram
detecgdo de outros compostos, apds uma varredura em diversos comprimentos de onda.
Desta forma, ambos os alcaldides foram submetidos a analises espectroscopicas para
determinacdo estrutural e bioensaios (SERRANO et al, 2010).

O cromatograma do ALC 3 n@o foi conclusivo em relacdo a pureza do alcaldide,
pois foi observada a absor¢do de outras substincias com intensidades grandes, ndo

permitindo identificar qual dos picos se referia ao ALC 3. Desta forma, foi necessario
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reavalid-lo para prover uma melhor purificagdo, mostrado adiante. A analise dos
cromatogramas referentes aos alcaldides 1 e 4 indicou a presenga de duas substancias
com tempo de retencdo assaz, proximos ¢ de mesma intensidade (Figuras 10 e 13).
Devido as caracteristicas dessas picos cromatograficos e comparando estes dados com
os obtidos em CCD, pode-se inferir que estes alcaldides possuem estruturas quimicas

muito semelhantes, podendo ser pares homdlogos ou isoméricos.

4.1.1. Isolamento e purificagdo das misturas alcaloidicas ALC 1 e ALC 4 por
CLAE

Para a separagdo da mistura dos alcaldides 1 e 4 foi utilizada uma coluna
semipreparativa (Phenomenex Synergi-Hydro—RP 4um, 100 x 21,2 mm). Como ndo
havia um protocolo de separagdo nem substancias padrdes para uma possivel orientacdo,
foi preciso otimizar uma condi¢do cromatografica para as misturas alcaloidicas. Foram
variados dois pardmetros para encontrar uma condi¢do adequada: for¢a de eluicio da
FM no modo isocratico e fluxo da corrida cromatografica.

Com base no tempo de retencdo dos ALC 1 e ALC 4 no gradiente exploratorio
supracitado nas figuras 10 e 13, foi estimado a porcentagem de metanol presente na
corrida quando os alcaldides foram detectados. Partindo desta referéncia, a forga de
eluicdo da FM foi variada até encontrar uma melhor resolugdo. Depois, fixou-se a
melhor porcentagem de metanol na FM e variou os valores dos fluxos na corrida
cromatografica. Deste modo, foi possivel otimizar as condigdes para as duas misturas,
sendo elas: mistura do ALC 1 — 80 % MeOH (isocratico) em 80 minutos com trés
injegdes intercaladas e fluxo de 5,5 mL/min (Figura 15) — mistura do ALC 4 — 75 %
MeOH (isocratico) em 30 minutos e fluxo de 5,5 mL/min (Figura 16).
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Figura 15. Cromatograma da condigdo otimizada da mistura do ALC 1; isocratico (80 min com
trés injegdes intercaladas), 80 % de MeOH, C = 48,0 mg/mL, vol. Inj. 50 pL, fluxo: 5,5 mL/min
e detector UV 286 nm.
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Figura 16. Cromatograma da condigfo otimizada da mistura do ALC 4; isocratico (30 min), 75
% de MeOH, C = 42,0 mg/mL, vol. Inj. 50 pL, fluxo: 5,5 mL/min e detector UV 286 nm.

Apos a separagdo foram obtidas 13,4 mg do ALC la (0,004 % de rendimento),
31,2 mg do ALC 1b (0,01 % de rendimento), 21,0 mg do ALC 4a (0,007 % de
rendimento) e 23,4 mg do ALC 4b (0,008 % de rendimento). Estes resultados mostram
a importancia e eficiéncia na utilizag@o das técnicas cromatograficas para o isolamento e

purificacdo de metabolitos secundarios.

4.1.2. Isolamento e purificacdo do ALC 3 por CLAE
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Visto que a fragdo ALC 3 analisada por CLAE estava impura, dificil de
identificar a substancia de interesse ¢ em quantidade infima, sendo necessario repetir
todo o procedimento para angariar mais massa, a solugdo foi verificar se as substancias
alcaloidicas também estavam presentes em outras subfracdes da particio
liquido/liquido. Devido a semelhanga entre as polaridades dos solventes diclorometano,
acetato de etila e a hidrometandlica, as duas ultimas subfragdes foram submetidas ao
mesmo procedimento de extracdo acido/base.

Apds a extragdo acido/base, obtiveram 70,0 mg da fragdo AcOEt e 30,3 mg da
fracdo Hidrometandlica, as quais foram analisadas por CCD nas mesmas condi¢des que
a fracdo CH,Cl, e reveladas com o reagente de Dragendorff. As manchas amareladas
caracteristicas de substincias alcaloidicas foram observadas apenas na fracdo AcOEt,
totalizando trés manchas com Ry iguais a 0,22; 0,33 e 0,44. Quando submetida a analise
por CLAE, as trés substincias apresentaram tempos de retencdo iguais a 13,8; 20,6;
21,7 e 22,3 minutos. Tais resultados indicaram que os respectivos alcaldides eram o

ALC 3, ALC 2, ALC lae ALC 1b (Figura 17).

ALC3 ALC laelb
0,014

0,012

0,010

0,008

Volts

0,006
ALG 2
0,004
0,002

0,000

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Minutes

Figura 17. Cromatograma da fragdo alcaloidica AcOEt; gradiente (35 min), 35 - 100% de
MeOH - H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.

Para a separacdo e purificacdo do alcaldide 3 e visando obter mais massa dos
alcaldides 1a, 1b e 2, foi otimizada uma condi¢do cromatografica melhor para estes,
uma vez que 0 ALC 3 ja estava em condi¢es de ser isolado. Apos a obtengdo da nova

condicdo (Figura 18), 69,0 mg da fragio alcaloidica AcOEt foram submetidas a analise
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por CLAE utilizando uma coluna semi-preparativa (Phenomenex Synergi—Hydro—RP

4um, 100 x 21,2 mm).

0,016
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0,008

Volts
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0,004

0,002
0,000

-0,002

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Minutes

Figura 18. Cromatograma da condigdo otimizada para separagdo do alcaldide 3, 1a, 1b e 2 na
fragdo alcaloidica AcOEt; isocratico (20 min), 40 % MeOH; gradiente (5 min), 40 % a 65 %
MeOH; isocratico (20 min) 65 % MeOH, C = 35,0 mg/mL, vol. Inj. 50 pL, fluxo: 5,5 mL/min e
detector UV 286 nm.

Apds a coleta e evaporagdo das fragdes em rotaevaporador, foram obtidos 13,4
mg do alcaloide 3 (0,004% de rendimento), 2,1 mg do alcaldide 2, 10,2 mg e 2,7 mg dos
alcaloides 1a e 1b, respectivamente. Novamente a técnica cromatografica mostrou-se
habil e muito importante para o isolamento e purificagdo de metabolitos secundarios de

plantas.
4.2. Elucidagéo estrutural dos alcaldides isolados de Senna multijuga

Para a elucidac@o estrutural dos sete alcaldides isolados utilizou-se das analises
dos espectros de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) unidimensional (‘H, °C e
DEPT 90 e 135); RMN bidimensional (COSY, HMQC, HMBC); dos espectros na
regido do Infravermelho (IV) e Ultravioleta (UV); e dos espectros de massas.

4.2.1. Elucidacao estrutural do alcal6ide 5

A substancia 5 foi isolada na forma de um solido incolor (i.f. 103—-105 °C), que ao

ser analisada por CCD e revelada com o reagente de Dragendorff, apresentou coloracio
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amarela (Rf = 0,72), caracteristica de substincias alcaloidicas, sendo um composto

inédito na literatura e denominado de 7 -multijuguinona (Figura 19).

Figura 19. Estrutura quimica do alcaldide 5.

Quando submetida a analise por EM de alta resolugdo, modo positivo foi possivel
estabelecer sua formula molecular como sendo C;3H>9NO,, com indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a cinco. O pico referente ao ion quasi-molecular (aduto cationizado
com proton) foi observado em m/z 292,2274 [M'H]', calculado para C13H30NO, ",
292,2271 (Espectro 1). O espectro na regido de UV, com absor¢do maxima em 222 nm
(e = 6654,3) e 286 nm (¢ = 4294,3), sugere a presenca de uma cetona ¢ um anel
aromatico substituido como grupos cromoéforos, respectivamente. As bandas de
absor¢do na regido IV foram atribuidas para os grupos funcionais hidroxilicos
(3401 cm™), carbonilico (1701 ¢cm™), ¢ o anel piridinico (1578, 1498 ¢ 1464 cm )
(Espectro 2).

Intens. +MS2(292.2), 0eV, 0.4min #9

292.2274
¢

o- | L1 | o\, R | 1 R
T T T T T T T T T T T T T T u
100 150 200 250 300 350 400 m/z

Espectro 1. IES-EM alta resolucéo do alcaldide 5.
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Espectro 2. Espectro na regido de I'V do alcaldide 5.

A anlise do espectro de RMN de 'H apresentou dois dubletos & 6,84 (1H,
J=8,0 Hz) ¢ 56 7,00 (1H, J = 8 Hz), indicando hidrogénios aromaticos em posi¢io orto.
Um singleto em 6 2,47 (3H), caracteristico de metila ligada a um sistema aromatico e
um tripleto em 60,88 (3H) referente a um grupo metilico terminal, ligado a um
metilénico pertencente a uma cadeia alquilica longa. Foram observados ainda trés
tripletos; 6 2,67 (2H), 6 2,36 (2H) e 6 2,37 (2H), um quintupleto em o 1,64 (2H) e dois
multipletos em o6 1,55 e o 1,30, integrando para quatro e oito hidrogénios,

respectivamente (Espectros 3, 4 e 5; Tabela 2).
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Welington APA-01 03,/09/08

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDCI3

Temp. 30.0 C / 303.1 K
INOVA-500 “muitig5"

Relax. delay 0.904 sec

Acq. time 4.083 sec

Width 4278.1 Hz

8 repetitions
OBSERVE  Hi, 493.4288113 MHz
DATA PROCESSING

v o
FT size 65536 S8
otal time 0 min, 40 sec N
|
i
i
P
E
il -
- e n
2 R
-
~ e 3 3
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Espectro 3. Espectro de RMN de 'H de 5 (500 MHz, CDCl;).

Welington APA~01 03/09/08

Pulse Sequence: szpul
Solvent: €DC13

-
2
Temp. 30.0 C / 303.1 K o
INOVA-500 “multi65"
Relax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 4.093 sec
Width 4278.1 Hz
8 repetitions
OBSERVE H1, 499.4288113 MHZz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 0 min, 40 sec
®
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Espectro 4. Ampliagdo do espectro 3 (6 0,8-1,4).
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Welington APA-01 08/09/08

Pulse Sequence: s2pul

Sotvent: €DC13 b
Temp. 30.0 G 7 803.1 K
INOVA-500  “muTti65"

Relax. delay 0.904 sec
Puise 45.0 degrees

Acq. time 4.093 sec

width 4278.1 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 499.4283113 WHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 0 min, 40 sec

2.369
T _2.364
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23
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Espectro 5. Ampliagdo do espectro 3 (6 1,5-2,7).

Nos espectros de B¢, DEPT 90 e 135 foi possivel observar cinco sinais na
regido dos carbonos aromaticos, sendo trés quaternarios (6 145,3; 148,8 e 152,9), com
deslocamento quimico caracteristico de carbonos ligados a &tomos mais eletronegativos
e dois metinicos & 120,8 e 122,7. Foi observada ainda a presencga de duas metilas 6 13,9
e 18,5, uma carbonila § 211,9 e dez metilénicos, o que sugere uma cadeia linear longa
(Espectros 6, 7 e 8; Tabela 2). Quando comparados os sinais dos carbonos aromaticos
com dados da literatura (SILVERSTEIN ¢ WEBSTER, 2000), foi possivel observar que
sdo caracteristicos de um sistema piridinico substituido. Esses dados aliados ao valor da
constante de acoplamento (8,0 Hz) caracterizam o nutcleo piridinico 2, 3, 6

trissubstituido.
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Velington APA-01 03/09/08 a5 ..

Pulse Sequence: s2pul F = H :E H

Solvent: CDC13 = 3= 4

Temp. 30.0 C /7 303.1 K 5 & k- =
user: 1-14-87 s -
INOVA-500 “mu1tiss" - H =
Relax. delay 0.357 sec =

Pulse 45.0 degrees =

Acq. time 1.042 sec =

widih 29027.6 Hz =

1000 repetitions I

OBSERVE ' C13, 125.5814712 Mhz
DECOUPLE H1, 4934313003 MHZ
Power 30 dB
continuously on
T2-16 modulated
DATA PROCESSING
ne broadening 1.0 Hz
FT size 55536
Total time 33 min, 28 sec
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Espectro 6. Espectro de RMN "°C de 5 (125 MHz, CDCL,).
welington APA-01 03,09/08 :
Pulse Sequence: DEPT135 - |

Solvent: COC13

Temp. 30.0 C_/ 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “multiss"

wl

3. FY

Relax. delay 1.000 sec g

300 repetitions
OBSERVE  C13, 125.5814712 MHz
DECQUPLE HI, 483.4313003 MHiz

Power 30 dB " P i | I

e e bcqutsition ] WWP }Mw

off during delay W ! ¥ L il B ¥ gl

WALTZ2-16 modulated | a a0 38 E 14 ar *' I 8 P Iy
| [
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Total time 20 min, 55 sec
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180 160 140 120 100 80 60 40 | 28 ppm
‘ |
il
‘ 1‘
i

Espectro 7. Espectro de RMN de DEPT 135 de 5 (125 MHz, CDCl;).
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Welington APA-01 03/09,/08

Pulse Sequence: DEPT 90

Solvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-8§7
INOVA-500 “multi6s"

Relax. delay 1.000 sec

ns
OBSERVE C13, 125.5814712 MHz
DECOUPLE Hi, 439.4313003 MHz
Fower 30 dB

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

ine broadening 1.0 Hz

FT size 55536
Total time 20 min, 55 sec

120.821

122.711

L o o e L e e e S

T L B N T T EmE T T

160 140 120 100 1 60 40 20 ppm

Espectro 8. Espectro de RMN de DEPT 90 de 5 (125 MHz, CDCl;).

A partir dos experimentos de gHMQC foi possivel correlacionar os hidrogénios

aos respectivos carbonos (Espectros 9—-12, Tabela 2).

Welington APA-01 03/08/08

Pylse Sequence: gHMGC

Solvent: CDC13

Temp. 30.0 € / 308.1 K
yser: 1-id-|

INOVA-508 "multi6s"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.233 sec
Width = 4278.1 Hz

20 Width 25027.6 Hz

& repetitions

2 % 128 increments

OBSERVE  H1, 499.4288113 MHz
OECOUPLE C13, 125.5958216 MHz
Power B

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated
0ATA PROCESSING

Gauss apodization 0.111 sec
FL DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.003 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 44 min, 48 sec

- - —-
-3 L3 S

Tsstdnuncabote

o
=

)
ES

~
&

Ao canluaton
!

45 40 35 30 25 20 15
F1 (ppm)

Espectro 9. Mapa de contorno gHMQC de 5 (6 10-45; 500 MHz; CDCls).
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SpinWorks 2.5: Welington APA-01 03/09/08

T
PPM (F1) 320 300

0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
16
1.8
20
22
24
26
2.8
3.0

T
w
)

PPM (F2

Espectro 10. Mapa de contorno gHMQC de 5 (6 12-44; 500 MHz; CDCl;).

welington APA-01 03/08/08

Pulse Sequence: gHMQC

Solvent: COC13
Temp. 30.0 G/ 303.1 K
User: 1-14-

INGVA-508" "multiss”
Retax. delay 1.000 sec
Acq. time 0,238 sec

x ents

OBSERVE  H1, 499.4288113 MHz

DECOUPLE €13, 125.5858216 MHz
B

on during acquisition
y

sss apodization 0.111 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.003 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 44 min, 48 sec

B i il

= =
IS @
PRI A MR Y

D 1s] —
= ]
5\ ]
i 1.7
, 1
! 1
! 1
1.8+

MJWMWWWWNW»WUWAJV%MM

| e
28 27
F1 (ppm)

T T

26 25 24

22

23

Ty T T

T
34 33 32 31 30 29

Espectro 11. Mapa de contorno gHMQC de 5 (6 22—-34; 500 MHz; CDCls)
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welington APA-01 03/08,/08

Pulse Sequence: gHMQC
Solvent: COGI3

Temp. 0.0 C_/ 303.1 K
ser:  1-14-

INOVA-500 “multiss"

Relax. delay 1.000 sec
cg. ti 0.239

widin  4278.1 z

2D Width 29027.6 Hz

8 repetitions

2 x 128 incremen ts

OBSERVE  H1, 499.4288113 Kz
DECOUPLE C18, 125.5858218 MHz
Powe!

ﬂxwfewwwwwwmwwwwwww;;w.«m,x W‘WWMWMMMWMN’WWW

F2
(ppm}

A | T T T T P [N i T
127 126 125 124 123 12z 121 120 119 118 117
F1 (ppm)

Espectro 12. Mapa de contorno gHMQC de 5 (6 117-127; 500 MHz; CDCls).

Para as atribuigdes dos hidrogénios e carbonos do anel piridinico, foram
analisados os mapas de contorno gHMBC, onde foram observadas as correlagdes entre
H-4 (8 7,00) e C-2 (J, 145,3), C-3 (*J, 148,8), C-5 (3], 120,8) ¢ C-6 (*J, 152,9), sendo
que a desprotecdo em C-3 ¢ justificada pela presenga do grupo hidroxilico ligado.
Também foram observadas correlagdes entre H-5 (5 6,84) e C-3 (*J, 148,8), C-4 (%,
122,7), C-6 (*J, 152,9) e C-1' (J, 37,0) e entre H-7 (8 2,47) e C-2 (145,3) e C-3 (148.8)
(Figura 20, Tabela 2). A partir das verifica¢des anteriores e das correlagdes entre H-5 e
C-1', H-1" (6 2,67) e C-5 e H-2' (6 1,64) e C-6 foi possivel concluir que a cadeia linear
era o substituinte em C-6. A linearidade da cadeia foi confirmada a partir das
correlagdes entre os grupos metilénicos, destacando-se aquelas entre H-5' (*J, 1,55), H-
6’ (2J, 2,37), H-8' (ZJ, 2,36), e H-9' (3J, 1,55), com a carbonila (6 211,9), justificando a
sua posicdo em C-7'. Correlagdes entre o grupo metilico (H-12', § 0,88) e C-10’ CJ,
31,4) e C-11' (3J, 22,4) e entre H-10' (8 1,27) e C-9' (}J, 23,5) e C-8' (J, 42,7),
corroboram para a linearidade da cadeia e a posi¢do da carbonila (C-7") (Espectros 13-
22, Figura 20, Tabela 2).
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Welington APA-01 03/03/08

Pulse Sequence: gHHDC
Solvent: COCI3

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Usec:  1-14-

INOVA-500 “multigs"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.238 sec
width 4278.1 Hz
2D Width 28027.5 Hz

FT size 2048 x 2048 ‘
Total time 23 min, 17 sec

n»»wmmmm»ﬁwmmaw‘?m«w.www’ Pttt MWAW»;*WMWMWW

[r2 |
, (ppmy
2= ‘
.3 ;
. == |
4] :
5 ‘
2.6 ‘
= =
== : -
w 2.7- ‘
‘ 2.8 !
2.9 ’
] ‘
N
34 32 30 28 26 24 22 20
F1 (ppm)

Espectro 13. Mapa de contorno gHMBC de 5 (6 20-34; 500 MHz; CDCl;).

SpinWorks 2.5: Welington APA-01 03/09/08

e sl s et

ooON

O ON o

R e RAESEAREREREEEW
NNNNANNODOIDODPN D DD D
RS RR8883PRINgRIT:

OONOBEOIHN ®

S A L I L SN L L S R S I S LA S LA B S B
PPM (F1) 40.0 39.6 39.2 38.8 38.4 38.0 37.6 37.2 36.8 36.4 36.0 35.6 35.2 34.8 34.4 34.0 33.6 33.2 PPM (F2),

Espectro 14. Mapa de contorno gHMBC de 5 (6 33—40; 500 MHz; CDCl;).
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welington APA-01 03/09/08

Pulce Sequence: gHMBC
Solvent: CDCI3

Temp. 30.0 C_/ 303.1 K
User: 1-14-8:
INOVA-500  “multiss"

Relax, delay 1.000 sec
Acq. time 0,239 sec
idth 4278.1 Hz
20 Width 29027.6 Hz
B _repetitions
128 _increments
OBSERVE  H1, 493.4288113 MHz

FT Size 2048 x 2048
Total time 23 min, 17 sec

!

Fe
(ppm

[
o

-
-

N
~

N
w

-
-

L

-
o

-
-3

[
~
h

UL AR Ty IR s AR L TS PSR RARRy s oo s s ean s RERAS oo E e aannd L
46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

F1 (ppm)

Espectro 15. Mapa de contorno gHMBC de 5 (6 20-46; 500 MHz; CDCl5).

SpinWorks 2.5: Welington APA-01 03/09/08

r 0.8
r1.0
r12
r14
1.6
r18
r20
22
24
r 2.6
28
PPNi (F‘1) ‘44‘.0 ‘42‘.0 ‘40‘.0 ‘38‘.0 ‘36‘.0 ‘34‘.0 ‘32‘.0 ‘30‘.0 ‘28‘.0 ‘26‘.0 ‘24‘.0 ‘22‘.0 ‘20‘.0 ‘18‘.0 ‘16‘.0 ‘14‘.0 ‘12‘.0 ‘ PPM (F2)

Espectro 16. Mapa de contorno gHMBC de 5 (6 12-44; 500 MHz; CDCl;).
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Welington APA-01 03/09/08

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: CDC13

Temp. 30,0 C / 303.1 K
User: 1-14-

INOVA-500  “muTtiss"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.239 sec
width = 4278.1 Hz
20 Width 29027.6 Hz

% 204
Total time 23 min, 17 sec

2,45
- z
™Y ]
5 2.50
2.55-
2.50]

=] T

— R s

= 1 & &
b 2.70]
2.75
2.80+

T T T | T e .
155 150 145 140 135 130 125 120
FL (ppm)

Espectro 17. Mapa de contorno gHMBC de 5 (5 120-155; 500 MHz; CDCls).

SpinWorks 2.5: Welington APA-01 03/09/08

AL, L AT AT

L 1.20
L 1.30
B 1.40
B 1.50
L 1.60
B 1.70
B 1.80
B 1.90
B 2.00

T T T
PPM (F1)158 157 156 155 154 153 152 151 150 149 148 PPM (F2)

Espectro 18. Mapa de contorno gHMBC de 5 (6 148-158; 500 MHz; CDCl;).
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Welington APA-01 03/08/08
Pulse Sequence: gHMBC

4-87
INOVA-500 “muiti65"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.238 sec

width ~ 4278,1 Hz

2D Width 28027.6 Hz

8 repetitions

128 increments

OBSERVE  H1, 499.4288113 MHz
DATA PROCESSING

Sine bell 0.120 sec

Total time 23 min, 17 sec

6.75
: ),
- 5 =
———— 5.85-
6.90-]
6.95—
) ] o .
—_— ] = =
7.00 =
E— ] ngE’ - & 2
‘] 7.05
B
!7.1uﬂ
T T T T 1T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120

F1 (ppm)

Espectro 19. Mapa de contorno gHMBC de 5 (3 120-155; 500 MHz; CDCls).

SpinWorks 2.5: Welington APA-01 03/09/08

[ 6.88
[ 6.92
[ 6.96
- 7.00
- 7.04
[ 7.08
C7.12
7.16

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM(F1) 157 156 155 154 153 152 151 150 149 148 147 146 145 144 143 142 141 PPM (F2)

Espectro 20. Mapa de contorno gHMBC de 5 (6 141-157; 500 MHz; CDCl;).
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Welington APA-01 03/03/08

Pulse Sequence: ghMBC
solvent: COC13

emp. 30.0 C / 308.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “multiss"

Relax. delay 1.000 sec
Acqy. time 0.23% sec

t
OBSERVE  H1, 489.4288113 MHz
DATA PROCESSING
Sine bell 0,120 sec
F1 DATA PROCESSING
Stne bell 0.002 sec

x 204

8
Total time 23 min, 17 sec

me.wwww ) www«wwww

(ppm}

__ J jh P ,,)m¥

T T T T ‘, T I T T e

T T T T T
2210 218 216 214 212 2110 208 206 204
F1 (ppm)

Espectro 21. Mapa de contorno gHMBC de 5 (5 204-220; 500 MHz; CDCl;).

SpinWorks 2.5: Welington APA-01 03/09/08

1.10
1.20
1.30
1.40
1.50
1.60
1.70
~ 1.80
L 1.90

[ 2.00

T I I I I T U U T 1 T T U T
PPM (F1)158 157 156 155 154 153 152 151 150 149 148 PPM (F2)

Espectro 22. Mapa de contorno gHMBC de 5 (6 148-158; 500 MHz; CDCl;).

As correlagdes observadas no mapa de contorno gCOSY ajudam a confirmar a
relagcdo orto dos hidrogénios do anel piridinico e a linearidade da cadeia lateral em C-6,
destacam-se as correlagdes entre H-1" ¢ H-2', H-5' ¢ H-6', H-8' ¢ H-9’, H-9’ ¢ H-10’, H-
11" e H-12' (Espectros 23 e 24, Tabela 2).
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welington APA-01 03/09/08

Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: GDG13
emp. 30.0 C / 303.1 K

p. 30.

INOVA-500 "mult165"

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.239 sec

width  4278.1 Hz

2D Width 4278.1 Hz

4 repetitions ( J] »!)M

128 {ncrements J\J )}

OBSERVE  H1, 439.4288113 NHz I S A CUN N

DATA - —_— S —

ROCESSING A — J—
Sa. sine bell 0.120 sec
F1 DATA PROCESSI!

sine

v

FT size 2048 x 204
Total time 11 min, B sec

an

[
o

™ ~ -
> Py -3

sl bcnn s e oo e s s e i e

)
Iy

~N
@

g
P
2
8
ST J A AMMAAA__»««JM«.__/’““M«_—AM
P
- - N = Tr
P
IS o = ® 3
T ST S

N
o
1

it

1 T " T
2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.¢
F1 (ppm)

Espectro 23. Mapa de contorno gCOSY de 5 (6 1,0-2,8; 500 MHz; CDCl;).

Welington APA-01 03/09/08 }\

Pulse Sequence: gooSY [
Solvent: COCI3 |
Temp. 30.0 C / 303.1 K

INOVA-500  muitiess

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.233 sec

4278.1 Hz
2D Width 4278.1 Hz

DBSERV! H1 (:!!.Qiﬂall3 L
DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.120 sec (3
Faa e hett 0ro1s sec (ppm)
FT413e 5045 x 2048 e
Total time 11 min, 8 sec 4
6.76
.75~
5
6.80-]
6.85-]
6.90-]
6.954
— e ==
—_— =
4 | S
7.057
7.10]
7.15
- T T T B T T T T
7.10  7.05 7.80  6.95  6.90  6.85  6.80

F1 (ppm)

Espectro 24. Mapa de contorno gCOSY de 5 (6 6,8-7,1; 500 MHz; CDCl;).




Tabela 2. Dados de RMN de 5 em CDCl5*

C 8" gHMQC &y (J em Hz) gHMBC gCOSY

2 1453s — H-4; H-7 —

3 148,8s - H-4; H-7; H-5 —

4 12277d 7,00 d (8,0) H-5 H-5

5 1208d 6,84 d (8,0) H-4; H-1' H-4

6 15295 - H-4; H-5; H-1"; H-2' -

7 18,5q 247 s - -

1’ 370t 2,67 t(8,0) H-5; H-2 H-2

2" 302t 1,64 quint. (8,0) H-1; H-3"; H-4' H-1; H-3'
3 291t 1,30 m H-1; H-2'; H-4'; H-5' H-2'

4" 290t 1,30 m H-2'; H-3; H-5'; H-6' H-5'

5 23,8t 1,55 quint. (7,5) H-3; H-4"; H-6' H-4'; H-6'
6' 428t 2,37 t(7,5) H-4'; H-5' H-5'

7 2119s - H-5; H-6; H-8'; H-9' -

8 427t 2,36 t(7,5) H-9'; H-10’ H-9'

9" 235t 1,55 quint. (7,5) H-8'; H-10'; H-11' H-8'; H-10’
100 314t 127 m H-8’; H-9’; H-11"; H-12' H-9"; H-11"
11" 224t 1,30 m H-9'; H-10"; H-12'  H-10"; H-12’
12/ 139q 0,88 t(7,5) H-11' H-11'

“Experimento de RMN 'H e "C realizado a 500 e 125 MHz, respectivamente.
® Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagio ao TMS como padrio interno

Figura 20 . Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de 5.

A partir dos espectros de HOMODEC foram atribuidas algumas correlagdes
de hidrogénios que estavam sobrepostos (Espectro 25).
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Welington APA-61 03/10J08 ]

Pulse Sequence: HOMODE! I
In
it M{

{
L Y N

S .

1At
M

T T 1 T T T i T T
2.6 2.4 2.2 2.4 1.8 1.8 1.4 1.2 1.8 ppm

Espectro 25. Espectro de RMN de HOMODEC de 5 (H-irradiado, H-desacoplado) (500 MHz,
CDCL).

Através do experimento de RMN de TOCSY 1D foi observada a transferéncia
de magnetizacdo entre os hidrogénios com mesmo sistema de spins, ou seja, entre
hidrogénios vicinais. Primeiramente foi irradiado H-12’ (6 0,88) e observada a
transferéncia de magnetizagdo através de H-11" (6 1,30), H-10" (8 1,27), H-9' (6 1,55) e
H-8" (2,37) (Espectro 26). Em seguida foi irradiado H-2' (8 1,64) e observada a
transferéncia de magnetizagdo através de H-1' (6 2,67), H-3' (6 1,30), H-4' (6 1,30), H-5'
(6 1,55) e H-6" (6 2,37) (Espectro 27). E por ultimo foi irradiado H-1' e observada a
transferéncia de magnetizacdo através de H-2', H-3', H-4', H-5' ¢ H-6" (Espectro 28).

Foi possivel ainda, observar claramente a multiplicidade desses sinais.
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Welinglon APA-S1 §3/10/08

Pules Sequance: TOCSYID

1 -]

‘ i3

_|I- J. 1

| S n
w'.l \'Yu.\,\\:o.‘m-\-ﬂw.h.-;u-wﬂ.u.w.«-am\ e ln
2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 ppm

ENTH

— 0.0

0887

Espectro 26. Espectro de RMN de TOCSY 1D de 5, irradiando H-12' (3 0,88; 500 MHz;

CDCL).

Welington APA-01 03710708

Pulse Segquence: TOCSY1D
Solvent: COCI3

Temp. 30.0 C / 303.1 K
INDVA<S00 “multiss"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 4.
width 44228
128 repetiiions
OBSERVE  Hi, 499.4288030 MHZ
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536

Total time 11 min, 48 sec

B[ 2
| | ] ;‘ «‘
| ! I
N | \
[ p
. vy L ,'- .u S '.4‘
A A
i )
; ! ”V 0
Jo e % S W
— T —T T
8 7 6 5 4 3 2

1 ppm

Espectro 27. Espectro de RMN de TOCSY 1D de 5, irradiando H-2' (8 1,64; 500 MHz; CDCls).
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Welington APA-01 03/10/08

Pulse Seguence: TOCSY1D
Solvent: COC1Z

Temp. 30.0 C 7 303.1 K
INDVA-500 ‘“multi6S"

Relex. delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degrees

o .
128 repetitions
o £ H1, 499.4288030 MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Totat time 11 min, 43 sec
©

2

2688

-.2.703
2.672

.2.708
2.§72

2.382

————12.367

2,397

—.2.483
.. 2.382

=

g

W

Wt

8 7 6 S 4 3 2 1

—
pon

Espectro 28. Espectro de RMN de TOCSY 1D de 5, irradiando H-1' (8 2,67; 500 MHz; CDCl;).

4.2.2. Elucidacéo estrutural do alcaloide 2

O composto 2 foi isolado na forma de um so6lido branco (i.f. 71-73 °C), que ao ser

analisado por CCD e revelado com o reagente de Dragendorff, também apresentou

coloragdo amarela caracteristica de alcaldide, sendo também uma substincia inédita na

literatura que foi chamada de 12 -hidroxi-7 -multijuguinona (Figura 21).

Figura 21. Estrutura quimica do alcaldide 2.

Apds a analise por EM foi possivel identificar o pico do ion guasi-molecular

aduto cationizado por profon) em m/z , + calculado para C;gH3g 3,
d 1 d j /z 308,2226 [M+H]" (calculad C1sH30NO;"
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308,2220), determinando assim a férmula molecular do composto com um indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a cinco e sendo 16 unidades de massa maior que a da
substancia 5 (Espectro 29). O espectro na regido de IV revelou uma banda referente a
uma carbonila em 1703 cm ', trés bandas referentes ao anel piridinico em 1584, 1489 ¢
1464 cm ' e um grupo hidroxilico em 3392 cm ' (Espectro 30). O espectro na regido de
UV, com absor¢do maxima em 222 nm (¢ = 5082,9) e 286 nm (¢ = 3365,7), sugere a
presenca de uma cetona ¢ um anel aromatico substituido como grupos cromoforos,

respectivamente.

Intens. | +MS2(308.2), 0eV, 13.6min #260
x10

308.2214

T T
50 100 150 200 250 300 350

T
450 m/z

T
400

Espectro 29. IES-EM alta resolugdo do alcaloide 2.
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Espectro 30. Espectro na regido de IV do alcaloide 2.
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A analise do espectro de RMN de 'H apresentou dois dubletos & 6,85 (1H,
J=28,0 Hz) ¢ 6 7,02 (1H, J = 8,0 HZ), indicando hidrogé€nios aromaticos em posi¢do
orto, um singleto em o 2,48 (3H), caracteristico de um grupo metilico ligado a um
sistema aromatico e um tripleto em & 3,68 (2H) referente a um hidroximetilénico ligado
a um metilénico. Foram observados ainda outros trés tripletos; & 2,68 (2H), 6 2,38 (2H)
e 02,41 (2H), trés quintupletos em & 1,66 (2H), & 1,59 (4H) e o6 1,61 (2H) e trés
multipletos em 6 1,28, 6 1,33 ¢ 6 1,39 (Espectros 31, 32 e 33; Tabela 3).

Welington WCCDPOZ 06/11/08

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDCI3
Temp. 30.0 C 7 303.1 K
INOVA-508 “multi6s™

Relax. delay 6.909 sec

L]
=
@
s
»
o
®
‘o
3
o
-3
o
-
B
2.484
-2.410

15 re ns
OBSERVE H1, 495.4219343 NHz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 1 min, 20 sec

6.859
0.022

7.287
1.278

7.018
—— 6.842

7.032

1.591

T
669
2.378
1.321

] 4 T T — N B s e T T T

8 7 6 5 4 3 2 1 -0 Ppm
v e e —
1.00 3.76 10.53
1.10 2.78 23.47

Espectro 31. Espectro de RMN de 'H de 2 (500 MHz, CDCl;).
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Pulse Seque

Solvent: Cl
Temp. 30.0
INOVA-500

Relax. detl
Pulse 45.0

Welington WCCDPO2 06/11/08

nce: £2pul
DC13

C 7 303.1%
"Ru1tis5™

ay 0.904 sec
degrees

Acg. time 4.034 sec
vidin 4524, Hz .
16 repetitions P -
OBSERVE ~ H1, 499.4219343 WHz s5hE  SE8=R
DATA PROCESSING phm o ennns
FT size 85536 dena A
Total time 1 min, 20 sec 1)
]
oW ‘
Noee i
PR i ®
gL5nw |
EANAE I
- K! o184
TR
3 I
€ P o 1‘
- » 2!
o ae =1
- |0
22 L | |||T] |
sS4 I
R |
‘ |
R }\ | [/‘
| A g | A

Espectro 32. Ampliagdo do espectro 31 (6 1,1-1,8 ppm).

Welington WCCOPO2 06/11/08

Puise Sequence: s2pul

Solvent: CDCI3
Temp, 30.0 C / 803.1 K
INOVA-500 "muitiss*

Relax. delay 0.904 sec
grees

2.484

wid

16 repetitions
H1, 498.4219343 MHZ
SSING

65536
Total time & min, 20 sec

e 3.682
3,656

Espectro 33. Ampliagdo do espectro 31 (8 2,4-3,8 ppm).

Nos espectros de °C, DEPT 90 e 135 foi possivel observar cinco sinais na
regido dos carbonos aromaticos, sendo trés quaternarios (6 145,4; 148,8 ¢ 152,7), com
deslocamento quimico caracteristico de carbonos ligados a atomos mais eletronegativos
e dois metinicos & 120,7 e 122,6. Foi observada ainda a presenca de um grupo metilico
(0 18,6), um carbonilico (& 211,7), um hidroximetilénico e dez metilénicos, sugerindo

uma cadeia linear com um grupo hidroxilico ligada ao ultimo carbono (6 62,5, Espectros

73



34-36; Tabela 3). Quando comparados os sinais dos carbonos aromaticos com o0s
encontrados na literatura (SILVERSTEIN ¢ WEBSTER, 2000), foi possivel observar
que sdo caracteristicos de um sistema piridinico substituido. Esses dados aliados ao
valor da constante de acoplamento (8,0 Hz) caracterizam o nucleo piridinico 2, 3, 6-

trissubstituido.

Welington WCCDPO2 06/11/08

a2

= PR

Pulse Sequence: s2pul
Soltvent: CDCIS

Temp. 30.0 C / 303.1 K
user: 1-14-87
INOVA~500 “multi6s®

02828
-

ar.ee
22000

Relax. delay 0.957 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.042 sec

width 28027.6 Hz

10752 repetitions

OBSERVE €13, 125.5797457 Wiz

DECOUPLE H1, 498.4244315 WHz
30 d8

v Il
Wi 2=~ i | 1 N
DATA PROCESSI| |
tine broadening 1.0 Hz | |
FT size 65536
Totsl time 5 hr, 59 min, 51 se

ARy S, Y ; " LYY L I n |
. ’ b sy iy brdion oty P et
3 25

TR

77.254
27.000
76.748

1=882p.,
é;i%ﬁ:’;ﬁﬁi&
s
- " ! -~
ss & ‘> .
sl g ‘ 3
3 ‘ z
\ |
* |‘
" 228 ‘ |
4 Ne s
a Sex
g 23 ]‘ ‘
|
| |
i 1
1
|
. r o e . : r : . T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 180 80 50 a0 20 ppm

Espectro 34. Espectro de RMN "°C de 2 (125 MHz, CDCl;).
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Weltngton WCCDPOZ 06/11/08

Pulse Sequence: DFPT135

23.683
23.929

6.903
5.341

i

T 0 U L T T '\ T |
31 0 2 28 27 26 (25 24 ppm
s gzels
- = 22e
EHd g 8139=
88
8
]
ol 28T a
5| =8
5 §ln¥ss
5 N ‘
i |
i ,
a T e e Bdimmie e T T R S L T T T T T
220 20 180 160 140 1290 109 80 (1] a0 | 20 ppm

Espectro 35. Espectro de RMN de DEPT 135 de 2 (125 MHz, CDCl;).

Welington WCCDPOZ 06/11/08

Pulse Seguence: DEPTS0

Salvent: COCI3
Temp. 30.0 C / 303.1 K

User: 1-14-B.
File: welington WCCDPO2_dept
INOVA-500 "muiti6st

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degrees
Acg. time 1.047 sec
Widin 29027.8 Hz
2608 repetitions
OBSERVE ' C13, 125.5797456 MHz
DECOUPLE K1, 499.4244315 Wz
Power 30 dB
on during acquisttion
off_during delay

LT2-16 modulated

SSIN

Total time 2 hr, 59 min, 49 sec

— 122,602
120,728

T T 7

T T T T B REE e e e e T
220 200 18¢ 160 140 120 180 810 60 40 20 ppm

B e o T

Espectro 36. Espectro de RMN de DEPT 90 de 2 (125 MHz, CDCl;).

A partir dos experimentos de gHMQC foi possivel correlacionar os hidrogénios

aos respectivos carbonos (Espectros 3741, Tabela 3).
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Welington WCCDPO2 06/11/08

Pulse Sequence: gHWQC
Sotvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 808.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 "muitiss"

Relax. delay 1,000 sec
time 0.226 sec

=
=
7
5
=
&

x 5
OBSERVE ~ H1, 499.4219343 Mz
BECOUPLE G13, 125.5340842 NHz

on during avquisttion
off during delay
GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gayst apodization 0.105 sec
F1 DATA PROCESSING

Total time 2 hr, 55 min, 23 sec

)WMWMMAWWMWva’ WMAWMM«WNMWWW*MM

~
Y
@

ro Y ro ~ ro
~ ~ o o @
@ P @« o ry

I S N A P AT P

~
o
=

T T T T T T T T
23 22 21 20 19 18 17 16 15 14

F1 (ppm)

Espectro 37

. Mapa de contorno gHMQC de 2 (6 14-23; 500 MHz; CDCl,).

Welington WCCDPG2 06/11/08

Pulse Sequence: ghHQC
Solvent: COCI3

e L0 €/ 803.1 K
user: 1-14-87
INOVA-500 "multi6s"

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.226 sec
dth 4524,9 Hz

20 Width 29027.6 Hz
32 repetttions

2 x 128 increments
OBSERVE W1, 498.4219343 MHz
DECOUPLE Ci8, 125.5940342 NHz
Power 47 dB

on_during acguistiton
de lay

Gauss epodization 9.105 sec
F1 DATA PROCESSING

Total time 2 hr, §5 min, 23 sec

E
2
E

J e W*Wh‘) W\mwwww A erumbssmaign

F2
(ppm)

4 p=——

=

T T T T T T T T B

b ER
35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21
F1 (ppm}

Espectro 38.

Mapa de contorno gHMQC de 2 (6 21-35; 500 MHz; CDCl;).
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Welington WCCDPO2 06/11/08

Pulse Sequence: gHMQC
Sotvents £0e18

Temp. 30.0 G/ 303.1 K
User: 1-3d-
INOVA-500° "muIti6s®

Relax, detay 1000 cec

ts
498.4219343 MHZ

DECOUPLE C13, 125.5340342 NHZ

47 d8

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.105 sec

£1 OATA PRACESSING

Gauss apodization 0.003 sec

FT size 2048 x

Total time 2 hr 55 min, 23 sec

Jﬁ,m_x

N N ~ I
@ ~ o o

PR S N S S N S SR IAE A SR

~
@
L

48

T T T T T
42 41

T T T T T T
40 39 38 37 36 35 34

F1 (ppm)

Espectro 39. Mapa de contorno gHMQC de 2 (6 34—46; 500 MHz; CDCl).

Welington WCCDPO2 05/11/08

Pulse Sequence:
Solvant: CDC12

gHNOC

€ /308.1 K
anvA-snu "RuILi65"
Relax. delay 1. noo 5e°

Acg. time 0.226 5

widih  4524.9 W

20 Width 29027.6 l‘lZ

32 repetitions

2 x 198 increments

OBSERVE  H1, 499.4219343 NHz

DECOUPLE €13, 125.5840842 NHZ

Power 47 d

on during acquisition

off during delay

GARP-1 -oauuteu

naTa eRocessI
nodization 0

£ baTa EROCESS IR

Gauss apodization 0.003 ssc

FT 5120 2048 x 2048

Tota) time 2 hr, 55 min, 23 sec

105 sec

e

A

)
( (r//o\.\ N
N——

T v T T T

73 72 71 79 69 88

T T T
67 66 65

F1 (ppm)

60

Espectro 40. Mapa de contorno gHMQC de 2 (5 60-73; 500 MHz; CDCl;).
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Welington WCCDPOZ 06/11/08
Pulse Sequsnce: gHMQC
Sotvent: CDCT3
Temp. 20.0 C 7 303.1 K
ser: 1~14-8
INOVA-500 “multiss
Relax, delay 1.000 sec
Acy. time 0,226 sec
Widin  4524.9 Hz
20 Width 28927.6 Wz
32 repatitions
¥ ncremants
DBSERVE  HI, 498.4213343 NHz
DECOUPLE €13, 125.5340942 MKz
Pawer 47 d8
on during acquisition
off during delay
GARP-1 podulated
DATA PROGESSING
uss_apodization
1 DATA PROCESSING

po! o
Theai=80% %% i, 29 sec AR A, A SNt AR AN PG ey WM (ot P | AN

Fz ]
s

6.75

6.804
6.85]
6.90-]
5.95]

7.005

7.05
7.104
7.15 ]

7.204

)
_

7.257

T T T T T T T T T
127 126 125 124 123 122 121 i12¢ 119 118
F1 (ppm)

Espectro 41. Mapa de contorno gHMQC de 2 (8 118-127; 500 MHz; CDCl;).

A partir dos experimentos de gHMQC foi possivel correlacionar os hidrogénios
aos seus respectivos carbonos (Tabela 3). Para as atribui¢cdes dos hidrogénios e
carbonos do anel piridinico, foram analisados os mapas de contorno gHMBC, onde
foram observadas as correlagdes entre H-4 (8 7,00) e C-2 (°J, 145.4), C-3 (*J, 148.8) ¢
C-6 (*J, 152,7), sendo que a desprote¢io em C-3 & justificada pela presenga de um
grupo hidroxilico. Também foram observadas correlagdes entre H-5 (8 6,85) e C-3 ¢J,
148.8), C-4 (J, 122,6), C-6 (4, 152,7) e C-1' (J, 37,0) e entre H-7 (5 2,48) ¢ C-2
(145,4) e C-3 (148,8) (Espectros 42-52, Figura 22, Tabela 3). A partir das constatacdes
anteriores e das correlagdes entre H-5 e C-1/, H-1' (6 2,68) ¢ C-5 ¢ H-2' (6 1,66) e C-6
foi possivel concluir que a cadeia linear era o substituinte em C-6 no sistema aromatico.
A linearidade da cadeia foi confirmada a partir das correlagdes entre os metilénicos, que
dentre as principais destacam-se aquelas entre H-5' (*J, 1,59), H-6' (%, 2,38), H-8' (%,
2,41), e H-9' (J, 1,61) com o grupo carbonilico (6 211,7), justificando assim a sua
posi¢cdo em C-7'. Correlagdes entre o hidroximetilénico (H-12', 6 3,67) e C-10' (J,31,4)
e C-11' (%J, 22,4) e entre H-10" (8 1,39) e C-8' (*J, 42,7), C-9' (J, 23,4), C-11"' (*J, 32,3)
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e C-12' (J, 62,5) corroboram para a lincaridade da cadeia e a posi¢io do grupo

carbonilico (C-7) ((Espectros 42-52, Figura 22, Tabela 3).

Welington WCCDPO2 06/11/08

Pulse Sequence: ghHBC
Solvent: COC13

Temp. 30.0 C 7 309.1 K
User: 1-id-87
INOVA-500 "muities™

Relax. delay 1.000 sec
Acy. time 0.226 sec
Width = 4524.8 Hz
2D Width 28027.6 Wz

s

]
5
s3
H
4
F
H

ents
H1, 499.4213343 MHz

|
‘ H
Sine bell 0.002 sec i
ET size 2048 x 2048
Total time 1 hr, 30 min, 8 sec !
‘\.MJ
* /i el

le2 ]

| (ppm]]

{ 2.2

I ]

J 2.3
1 S

1 ]
{ Z'S‘,
R '_x
2., o=
| ]
| 2.8
2.9
' 5 T T v T T T T T T T T Rt
32 30 28 26 24 22 20 18

F1 (ppm)

Espectro 42. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 18-32; 500 MHz; CDCI;).
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Ve lington WCCDPOZ 05/11/98

Pulss Sequence: gHMBC
Solvent: COCI3

Temp. 30.9 C / 303.1 K
yser: 1-id-

INGVA-500 "muIti65"

Relax. delay 1.000 sec
Acy. time 0.226 sec
width

nts
OBSERVE  H1, 498.4219343 MHz
113 sac
ESSTNG

bell 0.002 sec

x
Total time 1 hr, 80 min, 8 ssc

AN Mwhwwww~muwA%mk"hwﬁwhmﬂ—ﬂw%mmwwwwww

e

¥
F2
{ppm
j 1.2+
— 4
1.34 T T
: SSESD)
%_//
i\ 1.4+
1.5+
J
] ==y,
i ) Se———
‘6l \\Q::::::::;:5] <i:;§;;;::> 11>
Z, —
— O ——
1.74
| i
i i
1 4
T T T T T T T T T -1 T
33 32 31 30 28 28 27 26 25 24 23
F1 {ppm)
Espectro 43. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 23-33; 500 MHz; CDCL;).
Welington WCCDPO2 06/11/08
Pulse Ssquence: gHMBC
Soivent: CDC13
Temp. 30.0 G / 303.1 K
User: 1-14-87
File: welington WCCDPB2_ghmbc
INOVA-500 “mult165"
Relax. detay 1.000 sec
cq. time 0.226 sec
Width 4524
20 width 28027.6 Hz
32 repetitions
increments
OBSERVE Wi, 489.421333 NHz !
Sine bell 0.113 sec i
Stne bell 6.002 sec
FT size 2098 x 2048
Total time hf, 30 min, 8 sec
A\ . ik " Lﬁ L TRV SN TR WY AV
soptmis i v X g i ity Vs ; L
F2 ]
(ppmy
0.8
] = <= e
6.9 -
1.0
1.1
1.2
1.3
1.7
IEEWE
1.6 —
1.7
i 1.84
l 1.9
It P ST . .
48 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 29 18
E1 (ppm}

Espectro 44. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 18-46; 500 MHz; CDCIl;).
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Welington WCCOPO2 08/11/08

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: €OCIS

Temp. 30,0 G/ 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 "multi6s"

Relax. delay 1.000 ssc
Acq, time 0.226 sec

o
geserve  H1, 99.4213343 MHz

Sine bell 0.113 sec
F1 DATA PROCESSING

Stne bell 0.602 sec
FT size 2048 x 2048
Total time L br, 30 min, 8 sec ]
harcptniinispobhyivenl o “WJ it da ]

5
'
<

F2 4
(ppmy]

3.4

©w
w
I

L

@
@

3.7
3.8
3.9
4.0
Y [ T T T r T T ARART T
36 34 32 30 28 26 24 22
F1 (ppm)

Espectro 45. Mapa de contorno gHMBC de 2 (5 22-36; 500 MHz; CDCl3).

SpinWorks 2.5: Welington WCCDPO02 06/11/08

L 6.40
— 6.50
— 6.60
L 6.70
— 6.80
— 6.90
—7.00
L 7.10
=720

—7.30

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM (F1) 420 41.0 400 39.0 38.0 37.0 36.0 35.0 34.0 33.0 320 31.0 30.0 PPM (F2

Espectro 46. Mapa de contorno gHMBC de 2 (5 30-42; 500 MHz; CDCl;).




Wetington WOCDPOZ 06/11/08

Pulse Sequence: gHNBC

Sotvent: CDC13
30.6 € / 308.1 X
-87

e
user: 1-ia
INOVA~500 “muiti6s

Relax. delay 1.900 sec
acy. 0.226 sec

H1, 493.2213343 MHZ

3 sec

2 sec
2

st 10,
FT size 204! 048
hr, 30 min, 8 sec

Total time

- ol iy ki i X ey
{ F2
! (ppm)
]
2 1.3
> 1 < =
% 1
1.5-]
e e W)
z ] N
\‘| 1.7+
! 4
P18
| )
.
e s e e e St M L s A A A LA L e
66 64 62 0 58 56 54 52 50 43 46 a4 42 40 38
F1 (ppm)
Espectro 47. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 38-66; 500 MHz; CDCI;).
Welington WCCOP02 06/11/08
Pulse Seguence: gHMBC
Sotvent: CDC13
Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 "multi6s*
Relax. delay 1.000 sec
acg. time 0.225 sac
1dth 452
20 Width 28027.6 Wz
32 rapetitions
128 incremsnts
08BSH H1, 498.4219343 MHz
DATA PROCESSING
1 1 0.113 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.002 sec
P 0 %t0es & 20ds
Total time 1 hr, 38 min, 8 sec
!
N TP TN PPN
Liasatin by bt i ol i Lo oy Gl i b Dokt A A e R o
=
> (ppm)
FJ\ 2.45
ﬁ% 2,50
| 2,55
.
1 2.60-]
2.65- =
E ("ﬁm @\
“ 2.75
i ]
| 2.80
T T T T T T o T T
185 158 145 149 135 130 125 120
F1 (ppm)

Espectro 48. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 120-155; 500 MHz; CDCl;).
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SpinWorks 2.5: Welington WCCDP02 06/11/08

T ST, W

6.74
6.76
6.78
6.80
6.82

.°>.tl>.°>
8 8 R

6.90

T T
PPM (F1) 125 124 124 124 123 123 122 122 122 121 121 PPM (F2

Espectro 49. Mapa de contorno gHMBC de 2 (5 121-125; 500 MHz; CDCl;).

SpinWorks 2.5: Welington WCCDPO02 06/11/08

—— T T T T T T T T T T T T
PPM(F1) 155 155 154 154 154 153 153 152 152 152 151 151 150 PPM

(F2

Espectro 50. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 150-155; 500 MHz; CDCl;).
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Weltngton WCODPOZ 06/11/08

Pulse Sequence: gHWBG
Solvent: COCTS

Temp. 30.0 C / 303.1 K
1-14-87

walington_WCCDPO2_ghmbc

500 “mult165”

Relax. delay 1.000 sec
Acy. time 0.226 sec
width  4524.9 Nz

2D Width 29027.6 Hz
32 repstitions

128 increment
OBSERVE  H1, 438.4219342 mHz
DATA PROCESSENG
Sine bell 0.113 sec
F1 DATA PROCESSING
Stne bell 6.002 sec
x 2048

FT size 204
Total time

ke, 30 min, 8 sec

F2 ]
(ppm}
6.70
6.75
6.80-]
= ==y
] =" S
6.90-
6.95
7.00- mm— e e
= 3 S & .
B NCCERy)) S ) (CEmN Sy
7.104
7.155
7.209
7.254
¥ T T T T T T T T T T T T T T
156 154 152 150 148 1486 144 142
F1 (ppm)

Espectro 51. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 142-156; 500 MHz; CDCl;).

Welington WCCDPO2 06/11/08
Pulse Sequance: gHMBC

Solvent: CDCI3
Tomp. 36.0 C 7 303.1 K
ser:  1-14+87

INOVA-508 "muitigs”

Relax. gelay 1,000 sec
Acg. time 0.226 sec
Width  4524.8 Hz
20 Width 23027.6 Hz
ns
t
Lo 99.4219343 Nhz
n 10.113 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.002 sec
48

e .
FT s{2e 2048 x 20
Total time 1 ar, 30 min, B sec

|
é
g

—~n
TN
-1
n 3
Liskewinal

-
ry

eisndies st g b st n liosta

R

.
@

~
o

stialunn

T T e T T T T T T T T T T
220 218 216 214 212 210 208 266

FL1 (ppm)

Espectro 52. Mapa de contorno gHMBC de 2 (6 206-220; 500 MHz; CDCl;).
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As correlagdes observadas no mapa de contorno gCOSY confirmam a relagio
orto dos hidrogénios do anel piridinico ¢ a linearidade da cadeia lateral em C-6, sendo
as principais correla¢des entre H-1' ¢ H-2', H-5" ¢ H-6', H-8" ¢ H-9’, H-9' ¢ H-10", H-11’
e H-12'" (Espectros 53 e 54, Tabela 3).

Pulse Sequence: gCOSY

13
Temp. 30.0 C / 803.1 X

Welington WOCOP02 08,11/08
INOVA-500 vmultigs®
] i |

Solvent: COC 1

Relax. delay 1.000 sec
Aca. time §.228 sec
width = 4524.9 H2
20 Width 4524.9 Wz

|
i
8 rapstitions iy
netements ] A
OBSERVI H1, 498.4219343 WHZ K.«\g, —
DATA PROCESSING

Sq. sins bell 0.113 sac

F1 0ATA PROCESSING F2 1
9. sing bell 0.016 sec

FT size 2048 x 2048 (ppm]

Total time 21 min, 43 sec -0 .

Lk

1

F1 (ppm)

Espectro 53. Mapa de contorno gCOSY de 2 (500 MHz; CDCl,).
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Welington WCCOPDZ 06,/11/08

Pulse Sequenre: gCOSY
Sotvent: £bCI3

Temp. 30.0 G / 303.1 K
INDVA-S00  “multie5*

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.226 sec
Widih " 4524.8 Nz
20 Width 4524.3 Hz
8 repstitions
incremsnts
DBSERVI Hi, 499.4219343 NHZ
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.118 sec
F1 DATA PROCESSING

q. sine bell 0,016 sec
FT s{ze 7048 x 2048
Total tiws 21 min, 43 sec

A JJJML._.__‘M\,JML

SrrreTreTy

3.8 3.

AL A e IR a ua LA e ks sk b Maabiat it
6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.5 1.4
F1 {ppm)

Espectro 54. Mapa de contorno gCOSY de 2 (6 1,4-3,8; 500 MHz; CDCl;).
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Tabela 3. Dados de RMN de 2 em CDCl;*

C 8’ gHMQC &y (J em Hz) gHMBC gCOSY
2 1454 s - H-4; H-7 —

3 148.8 s — H-4; H-5; H-7 —

4 122,6d 7,02 d (8,0) H-5 H-5

5 120,7d 6,85 d (8,0) H-1' H-4

6 152,7 s - H-4; H-5; H-1"; H-2' -

7 18,6 q 2,48 s - -

I 37,0t 2,68 t(7.,5) H-5; H-2'; H-3' H-2'

2! 30,1t 1,66 quint. (7,5) H-1"; H-3"; H-4' H-1’

3! 29,7 t 1,28 m H-1'; H-2'; H-4'; H-5' —

4' 289t 1,33 m H-2'; H-3'; H-5"; H-6' H-5'

5 23,7t 1,59 quint. (7.5) H-4'; H-6' H-4'; H-6'
6' 42,6 t 2,38 t(7,5) H-4'; H-5' H-5'

7" 211,7s - H-5'; H-6"; H-8'; H-9' -

8’ 42,7t 2,41t(7.,5) H-9'; H-10' H-9'

9 23,4t 1,61 quint. (7,5) H-8'; H-10"; H-11' H-8'; H-10'
100 253t 1,39 m H-8'; H-9'; H-11"; H-12’ H-9'
11" 323t 1,59 quint. (6,5) H-9'; H-10’; H-12' H-12’
12" 62,5q 3,67t(6,5) H-10"; H-11' H-11"

“Experimento de RMN 'H e "C realizado a 500 e 125 MHz, respectivamente.
" Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagio a0 TMS como padrio interno.

Figura 22. Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de 2.

Através do experimento de RMN de TOCSY 1D, onde ¢é observada a

transferéncia de magnetizacdo entre os hidrogénios vicinais, foi irradiado H-12' (6 3,67)

¢ observada a transferéncia de magnetizacdo através de H-11' (3 1,59), H-10' (6 1,39),

H-9" (8 1,61) e H-8' (2,41) (Espectro 55). Em seguida foi irradiado H-1' (6 2,68) ¢
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observada a transferéncia de magnetizacdo através de H-2' (6 1,66), H-3' (6 1,28), H-4'
(6 1,33), H-5" (8 1,59) e H-6' (6 2,38) (Espectro 56). Foi possivel ainda observar com

clareza a multiplicidade de alguns desses sinais.

Welington WGCBPOZ 25/11/08

Pulse Sequence: TOCSY1D
Sojvent: CDE13

Temp. 36.0 C 7 303.1 K
INOVA-500 “sult155"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse $0.0 degrees

3
ERVE  H1, 499.4218343 MHzZ
DATA PROCESSING
tine broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 3 min, 10 sec

3.673
3.661

e AR e S annas
2.4 z.2 2.0 1.8 1.6
©
8
SR T ———— b AR At %WW
WA AN O WA A i
R e T R e e e B e B e
8 7

5 5 4 3 2 1 -0 ppm

Espectro 55. Espectro de RMN de TOCSY 1D de 2, irradiando H-12' (6 3,67; 500 MHz;
CDCl).

88



welington WCCOR0Z 25/11/06

Pulse Sequence: TOCSYLD
Solvent: CpC1s
Temp. 30.0 € /7 303.1 K
INOVA-500 “multi6s"

Relax. delay 1.008 sec
ulse s

o
Acq. time 4.031 sec
Width 4490.3 Hz

repetitions
OBSERVE  H1, 499.4219343 W
DATA PROCESSING

®
B
s
e
2
3
Line broadening 1.0 Hz o
FT size 65536
Total time 2 min, i1 cec

—1.323
1,317

2.708

-9 ppm

Espectro 56. Espectro de RMN de TOCSY 1D de 2, irradiando H-1' (8 2,68; 500 MHz; CDCls).

4.2.3. Elucidacéo estrutural do alcaloide 3

A substancia 3 isolada na forma de um 6leo amarelo apresentou caracteristicas

alcaloidicas apos analise por CCD e revelagdo com o reagente de Dragendorff, sendo

sua estrutura quimica inédita na literatura (Figura 232). Foi denominada de 4'-

multijuguinato de metila.

Figura 23. Estrutura quimica do alcaloide 3.

As bandas de absor¢do na regido IV foram atribuidas para os grupos funcionais

hidroxilicos (3387 cm™), carbonilico C=0 (1720 cm™) ¢ o anel piridinico (1598, 1500 e

1460 cm™") (Espectro 57). Quando submetida a analise por EM de alta resolu¢io, modo
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positivo foi possivel estabelecer sua formula molecular como sendo C;;H;sNOs, com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a cinco. O pico referente ao ion quasi-
molecular (aduto com préton) foi observado em m/z 210,1136 [M'H]", calculado para
C11H1NO;", 210,1125 (Espectro 58). Na regido de UV, o espectro mostrou duas

absor¢oes maximas: uma em 222 nm (¢ = 5185) ¢ 286 nm (¢ = 3014).

08
96
94!
02
90
88
86+
84

82

%T

80+
781

76+

747

721

704
681
661
641

40‘00‘ o ‘35‘00‘ o ‘30‘00‘ o ‘25‘00‘ o ‘20‘00‘ o ‘15(‘)0‘ o ‘10‘00‘ o ‘50‘0‘
Wavenurrbers (cm-1)

Espectro 57. Espectro na regido de IV do alcaloide 3.

Inteni._ +MS2(210.1), 0eV, 9.9min #189
x10% ]

210.1136

0—- L I
" 's0 100 150 200 250 300 350 400 450  miz
Espectro 58. IES-EM alta resolugéo do alcaldide 3.

Da analise do espectro de RMN de 'H foi observado a presenga de dois dubletos
86,95 (1H, J=28,0 Hz) ¢ 6 7,01 (1H, J = 8,0 Hz), indicando hidrogénios aromaticos na
90



posicdo orto, um singleto em & 2,39 (3H), caracteristico de metila ligada a um sistema
aromatico e um singleto em & 3,65 (3H) que pode ser inferido a um grupo metoxilico no
final da cadeia. Foram observados ainda dois tripletos; & 2,69 (2H) e ¢ 2,33 (2H) ¢ um
quintupleto em & 1,96 (2H). (Espectro 59 e 60; Tabela 4).

Welington ALCS 10,03 /2018
Puise Sequence: spel
Solvent: cd3od

Towp. 286 C ¢ 3811 K
Fito: welington Alcd hi
INGVA-508 “multies*

A 841

Relax, delay 0.384 sec
Pulse 45.0 degrees

A iad 4,088 sec |
Wigin 7180.8 H2 |
18 repetitions

DRSERVE  H1, 499.33850%5 MiH:
DATA Pancesafun

Total ties 1 min, 2¢ sec
-
E)

7.084
—2.390
1.0

2312

~
|
=
~
-
w
~
-
=
m
=
o
@
@
=
a0
LT
THHE
2.327

1.944

- ]_'_,_ : S l'J N T

|

B e T o1 . P

& 7 ] ] 4 3 2 1 I ppm

1.0 0.70 1.08 i.17
1.0 362 5.14

Espectro 59. Espectro de RMN de 'H de 3 (500 MHz, CH;0D).
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welbngton ALG 3 0806 /10

Fulee Sequence: szpul
Solvent: cafod

Tomp. 98.0 C ; S0L.1 K
INOVA-E00  “mut1ES"

Relan. delay 9.509 sec

ACH, 11
Width 5892.5 HZ

3% repetitions

GRSERVE  HL, 494, 517793 WMz
DATA PROCESBING

¥T aize §5536

Total tims 2 min, 40 sosS

2388

£.331

-2.670
2.916

— R
2. 348

2.685

LU = - ad NVNA L ————Y e

P —

76 2.5 2.0 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 ppm

Espectro 60. Ampliagdo do espectro 59 (6 1,8-2,7).

Nos espectros de °C, DEPT 90 e 135 foi possivel observar apenas trés sinais na
regido dos carbonos aromaticos, sendo um quaternario (& 146,9), com deslocamento
quimico caracteristico de carbono ligado a atomos mais eletronegativos ¢ dois metinicos
em & 122,5 e 123,8. Por meio dos mapas de contorno gHMBC observou-se mais dois
sinais referentes a carbonos aromaticos, sendo ambos quaternarios (6 151,6 e § 151,8)
(Espectro 62). Foi observado ainda a presen¢a de um grupo metilico em 6 18,2, um
carbonilico em 6 175,6, trés metilénicos absorvendo em o 26,7, & 34,2 ¢ 6 36,7 ¢ um
sinal correspondente a um grupo metoxilico em & 50,2 (Espectro 61; Tabela 4).
Comparando os sinais referentes aos carbonos aromaticos a literatura (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000), foi possivel observar que s3o caracteristicos de um sistema
piridinico substituido. Esses dados aliados ao valor da constante de acoplamento (8,0

Hz) entre os hidrogénios orto, caracterizam o niicleo piridinico 2, 3, 6-trissubstituido.
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Walington ATcS 20,/05/L0

Pulse Seguence: aipul :
Balvent: cdlod 5
Temp. 26,0 G/ 301.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “multigs"

Relax. celay 0.957 sac
Pulce 85.8 degrees

jons
OBSERVE CL3, 125.5838181 MHz
DECOUFLE 1, 438 3810024 Wiz
Power 30 df
cont | nisous 1y on
WALTZ-16 modulated
UATA PROCESSIN
Ling Broadening 1.9 Wz
FT size 65536
otal time & hr, 58 min, 38 sel

F.160

26,715

3 |
: :
2 & ]
= L. H
E ) £ |
| T 1
- | |
- g2 | &
g 2 we | ]
= F 8 sy E x
: P K |

I R B ARt ma e ST

I e B R M Ak B i

2zh 200 180 160 140 izo 100 &0 61 40 20

T

ppm

Espectro 61. Espectro de RMN "*C de 3 (500 MHz, CH;0D).

welington ALCS 19/05/2010

Pulse Sequancer gHMBC
Solvent: cdiod

Temp. 180 C ¢ 301.1 K
Uner: 1-14-8

Filei walington A3 _ghatc
INOVA-500  “multies®

Ralaw. delay 1.000 GAC

Acg. bing 0,128 eec

Width 8000, 0 Hz

20 Width E3086.5 Wz

16 repetitions

128 incraments

OESEAVE  HI, 453 3538045 Wz
DATA PROCESSING

Sine hell 0,064 gec

FL DATA PROCLSSING

IT 8lze 2048 x 2048

mwwmwmwwwamWme

-
ra
] 11111

| Cppm

st

-
o

. -
= ]
wlesantyin b b

i

i
= IS S S aaaaa
155 154 153 152 151 150 149 148 147 146 145 144 143 142 141 140

FL (ppm)

Espectro 62. Mapa de contorno gHMBC de 3 (8 140 — 155; 500 MHz; CH;0D).
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A partir das correlagdes gHMQC foi possivel relacionar os sinais de hidrogénios

com os seus respectivos carbonos (Espectros 63-66; Tabela 4).

Wellaghon ALCS 13/05/2010

Pulce Sequance: gHAOC
Solvanti cdiod

Temp. 8.0 C 7 301.1 K
User: -B7

Fila: welington Alcd_ghmac
TMoVA-500  PeulEiE5T

Relae. culay 1080 sec
9. o 0. 128 tec
width 88000 Hz
20 Width 21344.7 e
16 repetitions
2 x 128 intréments
DRSERVE  ME, d88.3583053 WHZ
BECOUPLE C13, 13%.5731834 WMz
Fowar 4% db
on during acquisition
of £ during delay
P sl atod
DATA PROCESSING ' |
Gause npodization 0.058 sec ! Wwﬁ.
F1 0ATA PROCESSTRG "“lw k
Gauss apoiizatfon 0.003 sec " sl i ool il Ak
FT Gize 2842 » 2023 Wy e h i - -

Total ting 1 hr, 2L min, 19 sec

F2 7
(§7s

6.6

| |
! LR e e T T T Ty e P

Ly T T T T T
130 1£5 123 127 126 125 124 123 lzz 121 120 119
F1 (ppm)

Espectro 63. Mapa de contorno gHMQC de 3 (6 119 — 130; 500 MHz; CH;0D).
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Walington ALCI 18,0%/2010

Pulse Sequance: gHMQC
Salvent: cddod

Tenp. £8.0 G ¢ 3011 K
usert  1-i4-87
File: Nl"ﬂzlﬂl‘_ﬂ]ﬂ_ﬂ hmge
INOVA-S08 muities”

Ralax. delay L.000 cac
cq. Liné 9.120 sec

s
49393385055 Mnz
DECOUPLE C1E, 125.5731834 RHz
Power 48 dB

an during acquitition

off dur‘n: e lay

OafF-1 modulated

DATA PROCESSING

Oalss apodization 0.05% sec

Fi DATA PROCESSING

Gaiks apodization 0,003 sec s " )

FT cize 2048 & 2048 A M o i iuf
Total time 1 hr, 21 min, 1% sec L . _*'H‘\PM 'k ! ot L

E

W wm
b -]
w rE
[ =T

75 74 73 T2 71 70 LE] E& &7 L1} &5 54 63

F1 (ppm)

e L i e I o

Espectro 64. Mapa de contorno gHMQC de 3 (8 63 — 75; 500 MHz; CH;0D).

Walington ALCE 18,06 /2010
Fulse Sequonce: gHAIC
Solvent: cdlod

T .0 s odel.l K
Usel 1-14-87

Fiie: walington ATcd_ghaac
INOVA=500  SmulTi6E>

Relax, delay 1.000 soc
Acg. time 0,128 sec
width a00d. & Hz

20 Widih 213447 Wz

1% repatitions

2 w 128 Incraments

DBZERVE M1, 9§8.3585055 WMz
DECOUPLE C13, 13H.57TH18R4 MHZ
Pawn

on during acquisition
of f during del
GARF-1 modulate
T4 PROCESSING
GAugs Apodization 0,058 sec
F1 DATA PROCESSTHG
auce apodization 0,003 sec
FT size 2008 ¥ 2348
Total tise 1 hr, 21 min, 18 séc

a.né
| 1

e y "
s6 55 54 53 52 51 50 43 A& 47 46 45 44
F1 (ppm]

- ; i e o NI

43

Espectro 65. Mapa de contorno gHMQC de 3 (6 43 —56; 500 MHz; CH;0D).




wellington ALGY 18/05/2010
Pulse Sequence: ghHOC
S0l ! codod
Temp. EB8.0 C s 301.1 K
Uger: 1-14-87
File: walington_Alc3_ghesc
THOVA-E00  “multiss™
Ralax. delay 1.000 gec
5. tima 0.128 se
Widih E000.0 Hz
20 Vidth 21344.7 Wz
1 petitions
2 = 138 1ncrements
ABSERVE Hi, 439.3585055 MMz
DECOUPLE CL3, 129.3731834 WHz
Powsr 48 d8
op during acquisition
off during delay
GARP-1 Wiu'ﬂl‘ﬂ
DATA PROCESSING
uss agodization 0,059 sec i
F1 DATA PROCESSING |
Gauss apedization 0,003 sec L _ |
FT size 2048 x 2048 I} b;..‘. - 7 Wy s ¥
Total time 1 he, 21 min, 1§ sec r » e L. 1 ) dms e o1 N N 1
Fg 73
(ppm]j
1.2
E o
1.45
1.6%
4
| 1.84
F E £F=n
2.0 .
| 2.2
— 2,44 = e
2.6 |
B! ERE o
2,85 |
3.0
3.2
I IS - S S ——
38 36 34 3z a0 28 26 24 22 2 18
F1 (ppm)

Espectro 66. Mapa de contorno gHMQC de 3 (6 18 — 38; 500 MHz; CH;0D).

Para as atribui¢des dos hidrogénios e carbonos do anel piridinico, foram
analisados os mapas de contorno gHMBC, onde foram observadas as seguintes
correlagdes: H-4 (8 7,01) e C-2 (*J, 146,9), C-5 (%J, 122,5) ¢ C-6 (*J, 151,6). Outras
correlagdes observadas foram entre H-5 (5 6,95) e C-3 (*J, 151,8), C-4 (*J, 123.8) ¢ C-1'
(J, 36,7), sendo que a desprotecdo em C-3 & justificada pela presenca de um grupo
hidroxilico. Outras correlagdes observadas em relacdo ao anel piridinico foram entre H-
7 239) eC-2 (ZJ, 146,9) e C-3 (3J, 151,8) (Espectros 62, 67, 68 ¢ 69, Figura 24,
Tabela 4). A partir das constatacdes anteriores e das correlagdes entre H-5 e C-1', H-1'
(0 2,69) e C-5; C-6 e H-2' (8 1,96) e C-6 foi possivel concluir que a cadeia linear era o
substituinte em C-6 no sistema aromadtico. A linearidade da cadeia foi evidenciada a
partir das correlagdes entre os metilénicos, sendo elas entre H-1" ¢ C-2’ (J, 26,7) e C-3'
CJ, 34,2); H-2' e C-1' (U, 36,7), C-3' (*J, 342) e C-4' (J, 175,6); H-3" ¢ C-4' (*J,
175,6). A correlagio °J entre H-5' (8 50,2) e C-4', ajudam a confirmar a posicdo do
grupo carbonilico em C-4' (Espectros 67-69, Figura 24, Tabela 4).
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Wallington ALDI 197052010

Fulse Bequence: gHNac
Solvent: coZod

Temp. 28.0 C ; S0L.1 K
uger: -57

Fila: welington R1cd_ghabc
INO¥A-306  PrulEiEs

Relox. deloy 1.000 s8¢
Acy. time 0.128 sec

wi & iz
20 Width 23006.5 Hz
16 repatiti
8 incrementc
RVE  H1, A98.35E5055 MMz
DATA PROCESSL
Sine bell 4,064 sec
Fl DATA 3
&ine bLell &.003 sec
FT size 2048 =

048
Total tims 42 min, D sec

3,8;
' i
NN S B P e T T £y e
182 181 180 179 178 177 176 175 174 173 172 471 170 169 168
F1 (ppm)

Espectro 67. Mapa de contorno gHMBC de 3 (6 168 — 182; 500 MHz; CH;0D).

welingtos ALCY B8/05/2010

Pulse Soquence: gHNBC
Solventi cd3od
Tomp. EB.# C / 301.1 K
User: 1-14-87

File: welinghon Alca_phebeo
Inova=500  euitiese

Relae, delay 1.090 sac

Acq. time 0.128 sec

1Eth .0 Hz

20 Widih 29006.5 Hz

18 repetitions

incremants

OBSFRVE K1, 435 _3EBE05S MHz
DATA PROCESSING

(L]
Totnl time 42 min, D sec

-
e

[pn-i

- -
o L
PTTIT YT

ra
=
Ly

]
s
wonbeen el

[ l
e ra ra
L3 @ &

Leaddial

™

w
=

w
ra

w
=

bl

[
o
il

b T T T T T T TEENT T T DRSS mans
13‘0 lés 1éa lIZ? 126 125 124 123 122 121 120 119 118 117 116 11§
F1 (ppm)

Espectro 68. Mapa de contorno gHMBC de 3 (8 115 — 130; 500 MHz; CH;0D).




Walington ALCE 19,/85,2010

Fulss Saquence: gHMEC

So0lvemt: coalod

Tenp, 28.0 C 7 3001
Ungri i=ia-B

Filer welingion Alc3_ghnbe
THOVA-S80  “wulLli6s"

Relau. dolay 1.900 cec
th. tima 0.128 sec
Vidth - B0A0.0 HZ

20 Width 28008.5 Hz

16 regetitions

128 [ncresents
GBSERVE N1, 4%3.35B5055 Wz |
DATA FROCESSTNG

Zine bell 0.064 E#c |
F1 UATA PROCESSING
Sine hell 0,

FT mize 2048 » 2046
Total time 42 min. 0 tec

|F2 4
| (ppmY
|
- -
i 1.8+
_.—-5"—:’. (- = oe ——
2.
| g
| 2.z
7 3
—— 3 EEE—, o =
= 2.4
2.6%
s B e ———..

[~ [ e
na = o«
Liaatovaelinitenn]

4 A S h s e m T
a0 a8 36 34 3z a0 28 26

F1 (ppm)

Espectro 69. Mapa de contorno gHMBC de 3 (5 26 —40; 500 MHz; CH;0D).

As correlagdes observadas no mapa de contorno gCOSY confirmam a relagio
orto dos hidrogénios do anel piridinico ¢ a linearidade da cadeia lateral em C-6,
destacando-se as correlagdes entre H-1' ¢ H-2', H-2" e H-3' (Espectros 70 e 71, Tabela
4).
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Walington ALCS 18/0%/2010

Pulse Seguence: gCOSY

Solvants cddod

Temp. #8.0 & ¢ 4011 K

user:  1-is

File: Uﬁllnalu
mal

1c3_geosy
ENVA-500

Relax. deliy 1.800 sec
Acy. time 0.128 sec

o
a

ks
;é. 499, 3585055 WHz
Gn. Bim0 '»P 1064 tec

e bell 0,009 vee

q. 51
FT size 2048 x 2048
Total Lime 13 min, 54 sec

=
H
Y
3
g

=
-]
-
Ll

-

B i

A A P
S O R

w

"‘U

R e
3.0 2.9 2.8 2.7

fam

2.6 2.5

e

2.8 2.3 2.2
1 (ppm)

2

1

Espectro 70. Mapa de contorno gCOSY de 2 (6 1,4-3,0; 500 MHz; CDCl;).

Welington ALC3 18,/08,2010

Pulse Sequence: goasY

Solwent: cddod

4.0 C_/ 301.1 K
User: 1-1d-
Filas v.“nalnﬂ 168_geoty
Iwova-50d  UpulEies

Relax. deley 1.00% sec
pcy. time 9.128 sec
wWidth 2300.0 HZ

30 width BE00.0 Wz

B repstiticns

sments
OBSERAVE M1, 499.3565055 MHz
DATA PRDCESSING

bell 0.064 sec

0in
Total tise 1% min, %4 sac

s Pt S e Ay N
P

7.0 7.15  7.18

7.08

B T e
7.00 §.95
F1 (ppm)

6

.90

Espectro 71. Mapa de contorno gCOSY de 2 (6 6,8-7,2; 500 MHz; CDCl;).
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Tabela 4. Dados de RMN de 3 em CH;0D?

C Sc gHMQC &y (J em Hz) gAMBC 2COSY
2 1469s - H-4; H-7 -

3 1518s - H-5; H-7 -

4 1238d 7,01 d (8,0) H-5 H-5

5 1225d 6,95 d (8,0) H-4; H-1" H-4

6 151,65 - H-4; H-1"; H-2" -

7 183q 2,39s - -

1" 36,7t 2,69 t(7,5) H-5; H-2'; H-3' H-2'
2 26,7t 1,96 quint. (7,5) H-1'; H-3' H-1"; H-3'
3 342t 2,35t ( H-1'; H-2/ H-2'
4 1756 - H-2'; H-3'; H-5' -

5 5029 3,65s - -

“Experimento de RMN 'H e "C realizado a 500 e 125 MHz, respectivamente.
® Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagio ao TMS como padrio interno.

Figura 24. Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de 3.

4.2.4. Qual a relagdo estrutural entre os alcaldides 1a e 1b isolados?

Por meio dos resultados da separag¢do dos alcaldides 1la e 1b por CLAE e a
proximidade dos tempos de retengfo, a possibilidade de semelhanca estrutural ¢ muito
grande. Para isso, os dois alcaldides foram submetidos as analises espectroscdpicas ¢
espectrométricas para evidenciar tal diferenca. Inicialmente ambos foram submetidos a
analise por EM de alta resoluc¢do, no modo positivo. A partir dos resultados obtidos foi
possivel estabelecer a foérmula molecular para ambos os alcaldides como sendo
Cy8H31NOs3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a quatro. Os picos referentes

: . ot ,
aos ions guasi-moleculares [M H]" (adutos com protons) foram observados em m/z
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310,2425 (ALC 1a) e m/z 310,2402 (ALC 1b) calculados para CsH3,NOs", 310,2377
(Espectros 72 ¢ 73).

Intens. +MS2(310.2), 0eV, 15.1min #287
1 310.2425
3000 4
2000 4
1000 A
0—- L " L " s s s
S T B L I B R B B B B B S B B e S s S B e S B B B e e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Espectro 72. IES-EM alta resolucéo do alcaloide 1a.

|nteni: +MS2(310.2), 0eV, 9.0min #172
x10% 1
6

310.2402

0] |
——T T

T
100 200 300 400 500 600

T
700 m/z

Espectro 73. IES-EM alta resolugéo do alcaloide 1b.

Tal resultado evidencia que os alcaldides 1a e 1b podem apresentar uma possivel
isomeria, sendo ela constitucional ou estereoquimica, uma vez que a massa molecular é
idéntica.

Da analise dos espectros na regido IV, as bandas de absor¢do (para os dois
alcaléides) foram atribuidas para os grupos funcionais hidroxilicos (3401 cm ™) e o anel
piridinico (1596, 1501 e 1495 cm™) (Espectros 74 ¢ 75). Na regido de UV, o espectro

mostrou duas absor¢des maximas em 222 nm (e = 7391 e € = 6448) e 287 nm (g = 5008
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e € = 4391), respectivamente para o ALC la e 1b. De acordo com esses resultados, ndo

se pode afirmar nada sobre a possivel relagdo estrutural. Assim sendo, ambos os

alcaloides foram submetidos a analise de RMN.

96+

94-

90+
88+
86+

84

%T

761

74%

721
4000 3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm+-1)

1000

Espectro 74. Espectro na regido de IV do alcaloide 1a.

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm+-1)

1000

Espectro 75. Espectro na regido de IV do alcalodide 1b.
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Quando a substancia alcaloidica la, isolada na forma de um sélido branco ¢
ainda ndo descrita na literatura, foi submetida & analise por RMN, os resultados

interpretados proporcionaram elucidar a sua formula estrutural sendo:

Figura 25. Estrutura quimica do alcaldide 1a.

A anélise do espectro de RMN de '"H apresentou dois dubletos 6 6,93 (1H, J=28,0
Hz) e 6 7,01 (1H, J = 8,0 HZ), indicando hidrogénios aromaticos na posi¢do orto, um
singleto em 6 2,38 (3H), caracteristico de um grupo metilico ligado a um sistema
aromatico e um tripleto em J 3,56 (2H) referente a um hidroximetilénico ligado a um
metilénico. Foram observados ainda um tripleto; & 2,65 (2H), trés quintupletos em; 6
1,65 (2H), 8 1,55 (2H) e o 3,50 (1H), que se referente a um hidroximetinico; e dois
multipletos em 6 1,37 e 6 1,43 (Espectros 76-78; Tabela 5).
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STANDARD FROTON PARAMETERS

Pules Sequence: 92pul
Solvent: cd3o

Z0d
Temp. 28.0C 7 301.1 K
INOVA-500 “Rultigs"

Relax. delay 9.904 sec
Pulse 45.0 degraes

e 4.030 sec
Width BoOD.b Hz

ons
DBSERVE  H1, 4993838510 WHZ
DATA PROCESSING

FT gize 65538

Total time 1 min, 20 &

—8.556

Il

2.378

ST
| -
i
1 |
L |
| i
I J: | :'. .!|II
VLAY AN J A
7.05 _f_ E_IESI 6.90
L
|
8 I I ]:' I I 13 I
TR
1.

ppm

Espectro 76

. Espectro de RMN de 'H de 1a (500 MHz, CH;0D).

ATAKDARD PROTOM PARARETERS

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: cdiod
Temp. 28.0 C / 301.1 K
IHOVA-500  “multiss*

Ralax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
c

ons
DBSERVE Hi, 3%%. 3843410 WHZ
PROCESSTRG

FT size G553
Total time 1 mim, 20 sec

3.543

3,958
~—5.529

3.307

—3.311
3.500

2
_.-’_“! 214

Espectro 77. Ampliagio do espectro 76 (8 3,6-2,6).
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ETANUARD PROTON PARAWETERZ

Pulee Sequente: s2pul
Solvent: ciddod

Tomp. 28.0 € s 3.
INOVA=500 “multi6s®

Relas. dalay 0.904 gac
Pulse 45,0 degress

16 repstitions

DBSERVE WL, 488 3603410 Wiz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total tine 1 mim, 20 sac

—1.539
—1.537
L5249

—1.593
—_ ]

1.847
1.619
1130
e 1,150

e - : —— T —————— S— S

1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 ppm

Espectro 78. Ampliagdo do espectro 76 (6 1,7-1,1).

Nos espectros de *C, DEPT 90 e 135 foi possivel observar apenas trés sinais na
regido dos carbonos aromaticos, sendo um quaternario (6 146,5), com deslocamento
quimico caracteristico de carbono ligado a 4&tomos mais eletronegativos e dois metinicos
5 122,3 e 124,0 (Espectros 79, 80 e 81). Por meio dos mapas de contorno gHMBC
observou-se mais dois sinais referentes a carbonos aromaticos, sendo ambos
quaternarios (& 151,5 e 6 152,8). Foi observada ainda a presenga de um grupo metilico o
18,2, um hidroximetilénico (6 62,5), um hidroximetinico em 6 72,3 e dez metilénicos,
sugerindo uma cadeia linear com um grupo hidroxilico ligado no meio ¢ ao ultimo
carbono (Espectro 79 e 80; Tabela 5). Quando comparados os sinais dos carbonos
aromaticos com os encontrados na literatura (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000), foi
possivel observar que sdo caracteristicos de um sistema piridinico substituido. Esses
dados aliados ao valor da constante de acoplamento (8,0 Hz) caracterizam o nucleo

piridinico 2, 3, 6-trissubstituido.
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Welington ALC1a dl=% 26,/03/10

Pulss Seguunce: 52pul
solvent: cidod

Temp. 28.0 C s 301.1 K
Usar: 3-14-87

Flile: wellngton ALCla_c2
INOVA-5068 "multI65”

o
a
=

It

7
2
S
-

Relax. delay 5.000 sec
Pulse 45.0 degreas
Acg. timo 1.043 soc

itions
GBSERVE €13, 1265852366 MMz
DECOWPLE H1, 499.3874380 WHz
Pawer 30 df

cont inuous Ty on
WALTZ=16_mosl lat ed

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
£1 s1ze 65530
Total time 11 hr, 5% min, 45 sec

18,482

8515

146 506
72395
B2 .52

124,007
= o izz.am

B s B A R B s i o e e T T

LA

2z 200 180 160 140 120 loo &0 3] a0 20

ppm

Espectro 79. Espectro de RMN "*C de 1a (500 MHz, CH;0D).

Welington ALC 1a 24703710

Fulse Sequence: DPT Ly
Solvant: cddod

Tenp. £8.0 C s 301.1 K
Users  1=1d=

File: welington ALCLa_gept
INOVA-500 “mulTi6s"

Relax. delay 1.000 sec

W 29006 .

3480 repatitions

OBSERVE €13, 125.5657386 Whz
DECOUPLE M1, 489,3674380 Wiz
Powar 30

on during aceuisition
of f_during dela

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESS

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 br, 50 min, 5§ sec

72.33%

——122.530

124,003

37

T
\

T T T T T T T

T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 20

et

ppm

Espectro 80. Espectro de RMN DEPT 135 de 1a (500 MHz, CH;0D).
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aelay L.000 se
9.138 sec
nooB0D0.0 Wz
20 Width 28006.% HZ
16 repatitions
i e emant s
oESERVE L 303649410 Wz

ATA
Sine bell 0.084 sec
T

ine be 002 sec
T size 2048 % 2048
Total time 4% min, 0 8¢

e e Lo .k i
o s |
IE%pm}_
| 6.74

1

| e]

S p————

B

7.5 .
I 4 |
P NN S S

LT T 118

e T T
155 154 153 1sz 154 150 143 148 147 146 145
F1 (ppm)

Espectro 81. Mapa de contorno gHMBC de 1a (6 144 — 155; 500 MHz; CH;0D).

A partir dos experimentos de gHMQC foi possivel correlacionar os hidrogénios
aos seus respectivos carbonos (Espectros 82-84, Tabela 5). Para as atribuigoes dos
hidrogénios e carbonos do anel piridinico, foram analisados os mapas de contorno
gHMBC, onde foram observadas as correlagdes entre H-4 (6 7,01) e C-2 (3J, 146,5), C-5
(ZJ, 122,3) e C-6 (J, 152,8) (Espectros 85-87). Também foram observadas correlagdes
entre H-5 (8 6,93) e C-3 (J, 151,5), C-4 (*J, 124,0), C-6 (*J, 152,8) e C-1' (*J, 37.5),
sendo que a desprote¢do em C-3 ¢ justificada pela presenca de um grupo hidroxilico.
Outras correlagdes observadas em relagdo ao anel piridinico foram entre H-7 (6 2,37) e
C-2 (*J, 146,5) e C-3 (*J, 151,5) (Espectros 85-87, Figura 26, Tabela 5). A partir das
constatagdes anteriores e das correlagdes entre H-5 e C-1', H-1' (8 2,65) e C-5 ¢ H-2' (8
1,64) e C-6 foi possivel concluir que a cadeia linear era o substituinte em C-6 no
sistema aromatico. A linearidade da cadeia foi evidenciada a partir das correlagdes entre
os metilénicos, que dentre as principais destacam-se aquelas entre H-5' (*J, 1,43), H-6'
(J, 1,37), H-8' (*J, 1,43) e H-9' (*J, 1,37) com o hidroximetinico (8 72,3), além da
correlagdo entre H-7' (°J, 3,50) com o C-8’ (8 38,4), justificando assim a posi¢do do
hidroximetinico em C-7'. Correlagdes entre o hidroximetilénico (H-12', 6 3,56) e C-10’

(J,27,0)e C-11" (3J, 33,6) e entre H-10" (5 1,37) e C-8' (*J, 38,4), C-9' (*J, 26,6), C-11"
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CJ, 33,6) e C-12' (*J, 62,9) corroboram para a linearidade da cadeia e a posicdo

hidroximetinico (C-7") (Espectros 85-87, Figura 26, Tabela 5).

do

Welington ALC-1a 26/03,10
Pulte Sequonta: gHNOC

Solvent: cdiod
eﬂn.zuec.-’am 1K

User: -a7

IHOVA- sno "l|||1\|65"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time §.123 &

€
1
z
-
H

M1, 438.3643410 WHz
DEEXJUN.E (.‘13 12% 5748018 WHT

IM acquisition
utr during delay
P21 modu Inter
DATA PROCESSING
85 apodization 0.059 sec

6.85

‘
|7.15-

———

125.5 125 0 1za.5 12a.0

123.0
F1 (ppm)

S
123.5

Gaus
F1 DATA PROGESSTNG A |
podizat jon 9.004 sec i)
T llze :Mn X J JI
Total time 200 -m u wae b ,./\"‘-'b-v ,—n_.)m;»ﬂ \«w—ﬁ,n b Aol \,-W,,w—v n’\\\zww e \.’v‘\.\ﬂr et
F2 1
(ppm}|

voeporeremo g
1zz.5 122.0 121.5

T T T T T

Espectro 82. Mapa de contorno gHMQC de 1a (6 121,5 —

125,5; 500 MHz; CH;0D).
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Welington ALG-1a 26/03/18
Pulte Sequence: ghMQC
Solvents casod

Tesp. 98.0 C_/ 301.1 K
User: -1

INOVA-500  “multigs"

Relan. delay 1.000 sec
£q. 128 ree
Widih 8000.0 M2

20 Width 21344.7 Wz

; repetitions

» 128 {ncrements
OBSERVE M1, 499 3649410 MH>
DECOUPLE C13, 1255748018 MHz
Power a8

on during acquisition
off durl el
OARP-1 modulated
DATA PROCESSING
Gauss ugﬁdizaﬂnn 0.0%8 sec
F1 DATA PROCESSING

wss apodization 0.004 sec
FT 5126 2048 % 204

Total time 20 min, 48 sec e i A ——— i

et T T T T e R o o B RS e S
% 74 713 72 71 70 69 68 B7 66 6% 64 B3 B2 61

FL (ppm)

Espectro 83. Mapa de contorno gHMQC de 1a (6 61 — 75; 500 MHz; CH;0D).

velington ALC1a

Pulse Sequence: QHAQG
Solvent: ediod

Temp. 28.8 C / 30L.1 K
User:  1-14-87

File: wel ln!!un#LCll_ﬂhllc
THOVA-500  Pmul 165"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. Lime 0.178 sec

4 repetitions

2 x 128 Increments

ORSERVE K1, 4%3.3040410 MHZ

DECOUPLE C13, 1E5.574B018 WHz i
Power 4

on during acguisition

of f during delay

DARP-1 modulated

DATA PROCESSII

Gauss apodization 0.050 sec
F1 DATA PROCESST

Gauss apodization 0.004 sec
FT slze 2048 x z0af

I
| S

Total time 20 min, 48 sec = ot
=
R .
| 2.0] !
| E| |
| 273 |
_— 3 BT
Y 2.45 |
4; E i
— 2] L= -
|
|
| 2.8

! 3""_:i-n-u.. Trie T T T AL WA AL R ---"'r"rw"-r""'-*-r--n-*"r""1—'---""—""'|
a0 38 36 34 3z 30 28 Z6 EL} z2 20 18 16
F1 (ppm)

Espectro 84. Mapa de contorno gHMQC de 1a (6 16 — 40; 500 MHz; CH;0D).
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welington Alcla

Pulee Sequence: gHHBE
Solvent: coSod

Temp. 28,0 C_/ 301.1 K
user: 1-id-8

File: vulinqlon"\\.cll_ﬁhwﬂ
INOVA-306  mu1TIEEY

Width 80O
20 Width 21008.5
16 repetitions

126 increment:

OBSERV! Hi, 1949, 2649210 WHz
DATA

Sine bell 0.064 sac

Fi DATA

Sine bell 8.003 sec

FT size 2048 x 2048

otal time 42 min, 0 seC

2.75
IZ.EIII
.
| - — T rw-——.—‘—.—.—r—v—-—"—-—-r1r‘-‘——7y_,_,._._.—-,—v—-|—-—*—r—
155 150 145 140 135 130 125 120
Fi (pem)

Espectro 85. Mapa de contorno gHMBC de 1a (6 120 — 155; 500 MHz; CH;0D).

welington Alcla

Pulse Sequence: gUMBC
Solvent: cddod

Temp. 20,8 C / 3611 K
user:  1-i4-87

File: welingten ALCla_ghmbe
TNOVA-S00 i 1€165%

Relax. delay 1.000 sec
cq. time 0.126 see
o Kz

o
20 Width 2 5
15 _repetitions

ents
OBSERVE  H1, 493.3043419 WHz
S5IND

FT wize 2046 » 2048
Total time 42 min, 0 sec

e ' ———

-— E \
= —_—
= m—
£ 5]
- 1.6 |
2 14

| |

L 1.8

— T T SRR RS s B

76 74 72 70 68 (1] 64 62
F1 (ppm)

Espectro 86. Mapa de contorno gHMBC de 1a (6 62 — 76; 500 MHz; CH;0D).
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Walington Alcia

Pulse Sequance: gHMAC
Solvent: cdiod
T . 28.0C /30LAK
User: 1-14-87
Fila: wellington ALCLa_ghauc
THOVA-500  “mu1TiB5"
Ralax. dolay 1.000 Eec
Ach. Lime 0.128 sec

00,4 Hz

Sine bell 0,008 sec
FT size 2048 x 2048
Total tims 42 min, 0 sec

H

Bt iy

3.8
E I —— .
36 35 34 33 32 31 3 29

F1 (ppm)

e ———

smrentib 1o b e

-

O

R =] _
: e

e ———

28

L I B amat B S B S

27

26

T2s

ey

24

—r

Espectro 87. Mapa de contorno gHMBC de 1a (8 24 — 36; 500 MHz; CH;0D).

As correlagdes observadas no mapa de contorno gCOSY confirmam a relagdo

orto

dos hidrogénios do anel piridinico ¢ a linearidade da cadeia lateral em C-6,

destacando-se as correlagdes entre H-1' ¢ H-2', H-2' e H-3', H-4' ¢ H-5', H-5' ¢ H-6', H-

6' e H-7', H-8' e H-7', H-8" ¢ H-9', H-10" e H-11’, H-11" e H-12" (Espectros 88 e 89,

Tabela 5).
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Welington ALC la 24,03/10

Pulse Ssquence: gCOSY
Solvent: cd3od

Temp. 28.0 C ¢ 301.1 K
INOVA-580 “multiss™

Ralae. delay 1.000 vac
Acg. time 0.178 sec
Width 0.0 Hz

20 Width
B repELiL
126 increments

Hi, 499 3648410 WHZ

Total time 18 min, 54 tec

T T
7.0 5.9 5.8 5.7
F1 (ppm)

Espectro 88

. Mapa de contorno gCOSY de 1a (3 6,7-7,2; 500 MHz; CDCls).

Weltington ALC 1a 24/03/10

Pulse Smquence: gGOSY
Solvent: cdiod

lﬂ:. 8.0 C 7 301.1 K
INOVAS500 "multics"

Relax. delay 1.000 see
#og. time 0,123 sec
Widh BI0D. 0 Hz
20 Width BODO.0 Wz
repetitions
28 increments
OBSERVE W1, 499 3649410 Wiz
DATA PROCESS

F1 DATA PROCESSING
5q, sine bell 3.009 sec
T itze 2048 x 2048
Total time 1% nin, 54 sec

Biveetss

Fz
Bt

,.,
]

PR
-
=
TSP TN

i

T T preprT T —rre———y T T : e
3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2
F1 (ppm)

Espectro 89. Mapa de contorno gCOSY de 1a (6 1,2-3,6; 500 MHz; CH;0D).
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Tabela 5. Dados de RMN de 1a em CH;0D*

C 8’ gHMQC 8y (J em Hz) gHMBC gCOSY
2 146.,5 s — H-4; H-7 —

3 1515 - H-5; H-7 -

4 1240d 7,01 d (8.0) H-5 H-5

5 1223d 6,93 d (8,0) H-4; H-1' H-4

6 1528s - H-4; H-1'; H-2' -

7 181q 2,37 s - -

1" 375t 2,65 t(7,5) H-5; H-2' H-2'

2 316t 1,64 quint. (7,5) H-1'; H-3' H-1'; H-3'
3 306t 1,37 m H-4'; H-5' H-2'

4 303t 1,43 m H-2'; H-3"; H-5; H-6' H-5'

5 26,6t 1,43 m H-3'; H-4"; H-6; H-7' H-4'; H-6'
6 384t 1,37 m H-4'; H-5'; H-7’ H-5'; H-7’
7 723d 3,50 m H-5'; H-6"; H-8'; H-9' H-5'; H-8'
8 384t 1,43 m H-9'; H-10' H-7'; H-9’
9 26,6t 1,37 m H-8'; H-10"; H-11' H-8'
100 27,0t 1,37 m H-8'; H-9'; H-11"; H-12 H-11'
11" 33,6t 1,55 quint. (6,5) H-9'; H-12 H-10"; H-12
12/ 629q 3,56 t(6,5) H-10"; H-11 H-11'

“Experimento de RMN 'H e C realizado a 500 ¢ 125 MHz, respectivamente.
» Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno.

HO N
(RAB K0

3
H—>C OH

OH

2J la

Figura 26. Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de la.

Para o alcaldide 1b, que foi isolado também na forma de um so6lido branco e

inédito na literatura, apos a analise dos espectros de RMN evidenciou que a estrutura
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quimica ¢ idéntica ao alcaldide 1a (Figura 27). Tal resultado pode indicar uma possivel

relacdo enantiomérica entre os dois compostos.

Figura 27. Estrutura quimica do alcaloide 1b.

A analise do espectro de RMN de '"H apresentou dois dubletos 6 6,84 (1H, J= 28,0
Hz) e 6 7,08 (1H, J = 8,0 HZ), indicando hidrogénios aromaéticos em posi¢do orfo, um
singleto em & 2,38 (3H), caracteristico de um grupo metilico ligado a um sistema
aromatico e um tripleto em 6 3,57 (2H) referente a um hidroximetilénico ligado a um
metilénico. Foram observados ainda um tripleto; 6 2,66 (2H), dois quintupletos em; &
1,64 (2H) e & 1,55 (2H); e trés multipletos em o 3,50 (1H) que se referente a um
hidroximetinico, 6 1,36 e¢ & 1,43 (Espectro 90 e 91; Tabela 6). Todos os sinais no
espectro de RMN de 'H sdo muito semelhantes ao do ALC 1a.
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Welington ALCIL Z3/84/2010
Pulze Sequence: sipul

r e -
Fomn 3.0 a0k 5 as 3
onp. &6, 5 :
INDVR-SDD autel8S% b ML"E «\;
; |
Relax. delay 0.904 sec ]
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 4.096 sec
vidih 8000.9 Hz
1§ repetitions |
ELES M1, 4303585055 WHZ i
DATA PROCESS NG i
FT size 65536 1
Total time L min, 20 sec
|
-
&
7 = |
" ) |
! "
~ ]
-
H
- @
1 5
L ¥ -
2 1
2
o | |
1 g |
o f)r\
L ]
- - N VL R L W ST I L
T T - : - T —— —————r —r— ———
8 7 6 5 4 3 0 ppm
- [ L M
1.7 S.02 2.04 22.52
1.00 3.14 5.51

Espectro 90

. Espectro de RMN de 'H de 1b (500 MHz, CH;0D).

wel

16

~—-3.573

s

SEzasea

3.6

Hi, 438
DATA PROCESSTHG
FT &i
Total tias 1 min,

ington ALGLD £3,84/2000

Pulse Sequence: sjpul
Solvent: cdod

o
Tomg. 28.0 C ¢ & ®
INGURZE00 st ) g

L

Relax. delay o.qdﬂu
Pulse 45.0 degrao. EA
Acy. time

Width 8000.0 Hz

4.086 q
repetitions
383655 AHEZ

za B5536
ke cuc

— 2,324

st

—3.347

3.357
I's

L

2.386

1| S

T T

3.4 3.2 3.0

T

2.8

T TP T T TR T

2.6 2.4 2.2

2

.0

Espectro 91. Ampliagdo do espectro 90 (6 1,2-3,6).
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Nos espectros de °C, DEPT 90 e 135 foi possivel observar apenas trés sinais na
regido dos carbonos aromaticos, sendo um quaternario (&6 146,5), com deslocamento
quimico caracteristico de carbono ligado a atomos mais eletronegativos ¢ dois metinicos
S 122,3 e 124,0 (Espectros 92 e 93). Por meio dos mapas de contorno gHMBC
observou-se mais dois sinais referentes a carbonos aromaticos, sendo ambos
quaternarios (6 151,4 e & 152,4) (Espectro 94). Foi observada ainda a presenga de um
grupo metilico 6 18,1, um hidroximetilénico (3 62,9), um hidroximetinico em & 72,4 e
dez metilénicos, sugerindo uma cadeia linear com um grupo hidroxilico ligado no meio
e ao ultimo carbono (Espectros 92 e 93; Tabela 6). Quando comparados os sinais dos
carbonos aromaticos com os encontrados na literatura (SILVERSTEIN e WEBSTER,
2000), foi possivel observar que s@o caracteristicos de um sistema piridinico substituido.
Esses dados aliados ao valor da constante de acoplamento (8,0 Hz) caracterizam o

nucleo piridinico 2, 3, 6-trissubstituido.

Welington ALCIDL 23/904/2010
Pulss Sequence: sipwl

48662

User:  1-i4
INDVA-300 ~muTties”

8. BEL

Relax, gelay 0,857 sec
Pulse 49.0 pegrees

Aeq. time 1.043 see

Vidth 28006.% Hz

21504 repetitions

OESERVE C13, 125.5836199 Wiz
DECOUPLE M1, 498.3610034 MHz
P

cont i nuously on

WALTZ-16 moduiaten

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 He

FT cize 65536

Total time 11 hr, E§ min, S8 sec

49515

o 4B.492

b 23.08%

SO T
62.952
15,128

122.319

146 507

_ L

L o o o By i o e e e LI A B I e

e - -~
220 2o 180 160 140 120 100 &0 B0 40 | ppm

Espectro 92. Espectro de RMN °C de 1b (500 MHz, CH;0D).
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WE11RgTOn ALGID 2370878010
Pules Sequence: DEPT
Solvent: cddod

ROVA-500 “muitiss®

Relax, delay 1.000 sec
Fulse 30.0 degrees

TH56 tions
OBSIRVE C13, 125.5635188 MHz
DECOUPLE H1, 438 3810029 MHZ
Power 30 dB

on during acquisition

WALTZ-
DATA PROCESSING
Line broadoning 1.0 Hz

FT s1ze A5838
Total time 6 hr, 23 min, 47 cec

72.383

122318

Espectro 93. Espectro de RMN DEPT 135 de 1b (500 MHz, CH;0D).

welington ALGIL 23/04/2010

Pulse Sequence: gHNBC
Solvent: cdfod

Temp. 8.0 C / 301.1 K
user: 1=18-87
1INOVA-500 “wmeitiss®

Rolax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.128 sec
width ~— BO0O.0 Hz

0 Width 28006.5 Hz
3z repetitions

128 increments
BSERVE M1, 489.3585055 MHZ
FES NG

1048
Total time 1 hr, 23 min, 5 gac

F2

(ppm '
6.6

-~
]

| 7.4
T T T T e A

-
156 154 152 150 148 146 144 142

F1 (ppm)

Espectro 94. Mapa de contorno gHMBC de 1b (6 142-156; 500 MHz; CH;0D).

Al

A partir dos experimentos de gHMQC foi possivel correlacionar os hidrogénios

aos seus respectivos carbonos (Espectros 95-97, Tabela 5). Para as atribui¢des dos
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hidrogénios e carbonos do anel piridinico, foram analisados os mapas de contorno
gHMBC, onde foram observadas as correlagdes entre H-4 (3 7,08) e C-2 (°J, 146,5), C-5
(J, 122,3) e C-6 (°J, 152,4) (Espectro 98). Também foram observadas correlagdes entre
H-5 (5 6,84) e C-3 (*J, 151,4), C-4 (*J, 124,0), C-6 (*J, 152,4) e C-1' (*J, 37,5), sendo
que a desprotegdo em C-3 ¢ justificada pela presenga de um grupo hidroxilico. Outras
correlagdes observadas em relagio ao anel piridinico foram entre H-7 (8 2,38) e C-2 (*J,
146,5) e C-3 (*J, 151,4) (Espectros 98, 99 e 100, Figura 28, Tabela 6). A partir das
constatagdes anteriores e das correlagdes entre H-5 e C-1', H-1' (8 2,66) e C-5 ¢ H-2' (8
1,64) e C-6 foi possivel concluir que a cadeia linear era o substituinte em C-6 no
sistema aromatico. A linearidade da cadeia foi evidenciada a partir das correlagdes entre
os metilénicos, que dentre as principais destacam-se aquelas entre H-5" (*J, 1,43), H-6'
(J, 1,36), H-8' (%J, 1,43) ¢ H-9' (*J, 1,36) com o hidroximetinico (5 72.4), além da
correlagio entre H-7" (*J, 3,50) com o C-8 (8 38,3), justificando assim a posi¢do do
hidroximetinico também em C-7'. Correlagdes entre o hidroximetilénico (H-12’, & 3,57)
e C-10' (J, 27,0) e C-11" (%, 33,7) e entre H-10' (5 1,36) e C-8' (*J, 38,1), C-9' (%,
26,6), C-11' (3J, 33,7) e C-12' (3J, 62.,9) corroboram para a linearidade da cadeia ¢ a
posic@o do hidroximetinico (C-7) (Espectros 98-100, Figura 28, Tabela 6).

velington ALCLD 23/04/2010
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Espectro 95. Mapa de contorno gHMQC de 1b (6 120 — 127; 500 MHz; CH;0D).
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Velington ALCLL 2370472010
Pulse uquem PILL
Solvent: cddo

Tenp. 28, 0 anak
User: 1=14=

INOVA=5D0 "multigs"

Relax, delay 1.000 sec

Acg. time 0.128 sec

Wi BO00.0 Hz

20 Width 21344.7 Hz

16 repetitions

2 x 1268 incremen

OBSERVE W1, 455 3585055 iz
DEWFL! CI!, 125.5731834 MMz

e By ition
See during aelay
GARP=1 sodulated

55

ization 0.059 sec
DCESSING
1zation 0,004 sec

w
-
e m

T

SR

pem

70

55
F1 (ppm)

65 50

as

a0

Espectro 96.

Mapa de contorno gHMQC de 1b (8 40 —75; 500 MHz; CH;0D).

Welington ALCID 23/04/2010

Pulte Seguence: gHNOC
Solvent: codod
T s D C ;311K
uear: i-i
IHOVA~= 50. ’IIIIIIIBS

Nla: eolw 1,000 sec

48
Dlﬂﬂ\!?l[ CIS 1255731634 WHz
Power
on dur!ng m:quununn
of f during celay
Al
Jauss lg'ulﬂuiu‘n 0.05% sec
on l izntion 0.004 sec

apoed
FT slze 2048 x 2098
Total time 1 hr, 21 min, 15 sec

Fz 3
(ppm

N

e
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S ARARE! LAaRmRa d ioras uinasnant ot
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Espectro 97. Mapa de contorno gHMQC de 1b (3 18 — 40; 500 MHz; CH;0D).
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Welington ALCIb 22/04/2010

Pulss Sequences ghHBC
Solvent: cadod

Tasp. 2.0 € 7 301.1 K
User: 1-12-87
INOVA-500  *mutti€s"

Relax, delay 1.000 sec
Acg. time sec
wigth B z

D Width 28085.5 Hz

32 repstitions

128 increment
DBSERVE

DATA ProCESSEN
Sine bell 9.084 sec

93.3585055 WHZ

Siné ball 0.007 sec
FT slze 2048 x 1048
Total time 1 hr, 23 min, 28 sec

[ . . FE—————
[WRTRTRREITT WO Sy ey s ety
o W dad "

T T L
145 140 135 130 125
F1 {ppm)

e | — 4 e

Espectro 98. Mapa de contorno gHMBC de 1b (5 125-155; 500 MHz; CH;0D).

Welington ALCLL 23/04/2010

Fulie Sequence: gHNEG
Solvent: codod
Temp. 28.0 C_/ 301.1 K
User: :Hl-n P
File: welington AlciB_ghabe
INOVA-S00 !mlﬂbb"
Relax. delay 1.000 sec

% 0,128 sec

Width  BO0OD.0 Hz
20 Width 28006.5 Hz

s -
OBSERVE  H1, 499.358508% WMz /
DATA PROCESS NG .

Sine bell B.808 sec

F1 DATA PROCESSING /

Sine bell 0.007 sec
2048 x 2

£T size 0 — - ! \
. TN \ \
Total time 1 hr, 23 min, 23 soc // \_\\h“ . _//“’ e M T _
frz
(ppm}

-
@
Ll

MMy, N P
- -
inehiasdles

1.2

57 1.3
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A
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Espectro 99. Mapa de contorno gHMBC de 1b (5 62-80; 500 MHz; CH;0D).
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wallington ALCID 23/04/2000

Pulse Sequence: gHNBC

Solvent: cdiod
Temp. 28.0 C_; 501.1 K
3 o

se 1=14=87
INOVA-S00  “multies"

Relax, gelay 1.000 sec

Acq. time 0.178 sec

width B006.0 Hz

20 Width 29006.5 Hz

32 repetitions

128 increments

OBSERVE M1, 489.3583095 MMz
DATA PROCESSING

Sine bell 0,084 sec

Tetal time 1 hr, §3 min, 23 sec

E———————J
[ = L= — e
e —— e =
|
|
[P snmp et mmey
R — B
R S AARNAS RASES BEass LA M) R
32 30 28 26 z4 22 20
F1 (ppm]

Espectro 100. Mapa de contorno gHMBC de 1b (6 26-38; 500 MHz; CH;0D).

As correlagdes observadas no mapa de contorno gCOSY confirmam a relagio
orto dos hidrogénios do anel piridinico e a linearidade da cadeia lateral em C-6,
destacando-se as correlagdes entre H-1' ¢ H-2', H-2' ¢ H-3', H-4' ¢ H-5', H-5' ¢ H-6', H-
6’ ¢ H-7', H-8' e H-7', H-8' ¢ H-9', H-10" ¢ H-11', H-11" ¢ H-12' (Espectros 101e 102 ,
Tabela 6).
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Wolington ALCIb 23/04/2000

Pules Sequence: pOOSY
Solvent: cdiod

Temp. 8.0 G/ 801.1 K
TNOVA-500 “multigs"

Relax. delay 1.000 sec
ac. time 0.125 soc
width

8000.0 Wz
20 Width 8000.0 Kz |

g
2
:
|
]
]
1
{
L
i
L

5q. sine bell B.064 sec
F3 DATA PROCESSING

. Ging bell 0.00% sec
FT sfze 2048 x 2048
Total time 33 min, 31 sec
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Espectro 101. Mapa de contorno gCOSY de 1b (5 6,5-7,5; 500 MHz; CH;0D).

Walington ALCLb 23/04/2018

Fulse Sequance: gCOSY
Solvent: cdlod

. Z8.8 C ;3011 K
LW-SW 'III{‘HGS'

Relax. delay 1.000 see
time n.12= sac

Fz
25
2. sine bell 0.008 sec {ppm
FT size 2048 » 2048
Total time 33 min, 31 sec 1

ra
@
T

w
=

w
ra

w
S

B K¢
E |

e

T e T
313 3:5‘3.4 3.‘2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2

F1 (ppm)

Espectro 102. Mapa de contorno gCOSY de 1b (3 1,2-3,8; 500 MHz; CH;0D).
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Tabela 6. Dados de RMN de 1b em CH;0D".

C 8’ gHMQC &y (J em Hz) gHMBC gCOSY
2 146,5 s - H-4; H-7 —

3 1514 s - H-5; H-7 —

4 1240d 7,08 d (8,0) H-5 H-5

5 1223d 6,84 d (8,0) H-4; H-1' H-4

6 15245 - H-4; H-1"; H-2' -

7 18,1q 2,38's - -

1" 375t 2,66 t(7,5) H-5; H-2' H-2'

2 316t 1,64 quint. (7,5) H-1; H-3' H-1"; H-3'
3 30,6t 1,36 m H-4'; H-5' H-2'

4" 303t 1,43 m H-2'; H-3'; H-5'; H-6' H-5'

5 26,7t 1,43 m H-3; H-4"; H-6"; H-7' H-4'; H-6'
6 383t 1,36 m H-4"; H-5"; H-7' H-5"; H-7'
7 724d 3,50 m H-5'; H-6"; H-8'; H-9' H-5'; H-8'
8 381t 1,43 m H-9'; H-10' H-7; H-9'
9 266t 1,36 m H-8'; H-10"; H-11' H-8'
100 27,0t 1,36 m H-8"; H-9"; H-11"; H-12' H-11'
11" 33,7t 1,54 quint. (6,5) H-9; H-12' H-10'; H-12
127 629q 3,57 t(6,5) H-10; H-11' H-11'

“Experimento de RMN 'H e "C realizado a 500 ¢ 125 MHz, respectivamente.
» Deslocamentos quimicos (8) em ppm, em relagdo ao TMS como padrio interno.

HO N
RAPAR

3J
H—>C OH
2J 1b

OH

Figura 28. Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de 1b.

Como as estruturas quimicas dos alcaldides 1a e 1b, de acordo com as analises
dos dados espectroscopicos e espectrométricos foram idénticas, ¢ ambos apresentam

apenas um centro estereogénico, ¢ possivel que as estruturas apresentem uma relagéo
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enantiomérica. Para intentar explicar tais resultados e buscar outras evidéncias, foi
realizado o experimento para avaliar o comportamento das substancias em relagdo a luz

plano-polarizada, para conhecer a rotagdo especifica de cada um. Os resultados

-

P roav.an _ s r
indicaram um |a, |= —134" ¢ |

Lo ]

respectivamente, na concentracdo de 0,10 g/100 mL,

De acordo com esses valores, pode-se dizer que esses alcaldides nio sio
enansidmeros, mas podem apresentar algum tipo de isomeria constitucional, como por
exemplo, a troca da posi¢cdo do grupo hidroxilico em C-7'. Sendo assim, € preciso mais
evidéncias experimentais para se propor qual a relagdo isomérica entre as duas

estruturas, a qual nio possivel realizar ainda.

4.2.5. Qual a relacdo estrutural entre os alcal6ides 4a e 4b isolados?

De acordo com os resultados apresentados por CLAE, sobretudo a proximidade
dos tempos de retencio e a intensidade do pico, os alcaldides 4a e 4b também podem
possuir algum tipo de isomeria ou serem um par homologo. Para propor com a relagéo,
ambas as substincias foram submetidas as analises de absor¢do na regido do IV e UV, a
analise por EM e por RMN.

Os dados fornecidos pela absor¢do na regido do IV de ambos os alcaldides
forneceram as seguintes informacdes: presenca de grupos funcionais hidroxilicos com
absorcdo em 3390 cm ', uma deformagio axial C—O em 1037 cm ' uma absor¢do em
1598, 1509 e 1480 cm ' que foi atribuida para o anel aromatico, caracterizando,
portanto, um anel piridinico (Espectros 103 e 104). Na regido de UV, o espectro
mostrou duas absor¢des maximas, sendo uma em 222 nm (g = 7491 e € = 9237) e 287

nm (e = 5714 e £ = 6957), respectivamente para o ALC 4a e 4b.
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Espectro 103. Espectro na regido de IV do alcaloide 4a.
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40+
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Espectro 104. Espectro na regido de IV do alcaloide 4b.

Os resultados obtidos por meio dos espectros de massas evidenciaram que os
alcaloides 4a e 4b possuem algum tipo de isomeria, sendo esta constitucional ou
estereoquimica. Isto porque foi possivel instituir a férmula molecular como sendo
CigH31NO,, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a quatro para os dois

alcaldides. Os picos referentes aos ions guasi-molecular [M H]" (adutos com prétons)
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foram observados em m/z 294,2439 (ALC 4a) e 294,2448 (ALC 4b) e calculados para
C15H31NO, ", 294,2428 (Espectros 105 e 106).

Inten%_ +MS2(294.2), 0eV, 10.1min #194
x10

294.2439
0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 4 L
L e L EUL L L E R B S e B By S B B e e R e e I B
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Espectro 105. IES-EM alta resolugio do alcaldide 4a.

Intens. +MS2(294.2), 0eV, 10.1min #193
x104 |
1 294.2448
3_
2_
14
0 |
R B e B e e e o e e BN s e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Espectro 106. IES-EM alta resolugdo do alcaldide 4b.

A partir da analise dos espectros de RMN, foi possivel elucidar a estrutura dos
dois alcaloides. O alcaldide 4a foi isolado na forma de um sélido branco, sendo sua

estrutura inédita na literatura (Figura 29).

Figura 29. Estrutura quimica do alcaloide 4a.
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Com a interpretacio dos espectros de RMN 'H foi possivel identificar dois
dubletos & 6,93 (1H, J=8,0 Hz) ¢ 67,06 (1H, J = 8,0 HZ), indicando hidrogénios
aromaticos em posi¢do orfo, um singleto em & 2,38 (3H), caracteristico de grupo
metilico ligado a um sistema aromatico ¢ um tripleto em 6 0,94 (3H) referente a um
grupo metilico ligado a um metilénico. Foram observados ainda um tripleto; 6 2,65
(2H), dois quintupletos em & 1,65 (2H) e 6 3,50 (1H), referente a um hidroximetinico; e
dois multipletos em 6 1,33 e & 1,42 (Espectros 107 e 108; Tabela 7).

Welington ALC d4a 20,00/2010

Pulse Sequence: sZpul
Solvent: cadod

Temp. 28.0 G ¢ 301.1 K
IHOVA-S00  “multigs=

Relax. delay D.904 sec
Pulse 45.0 degras

18 repetitions
QBSERVE H1, 499.3527793 WHz
ESSING

FT size 65836
Total tine 1 min, 20 sec

— 2375
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Espectro 107. Espectro de RMN de 'H de 4a (500 MHz, CH;0D).
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Welington ALC da 20/06,/2010

Pulse Sequance: E2pul
Solvent; cddod

Temp. 28,0 C / 301.1 K
INOVA-500  “nultisse

.2.375

Ralax. dalay 0.904 sec
Pulee 45.0 dagrees
Acg. time 1.008 sac
Winth 7440.6 Mz

16 ropetitions

OBSERVE W1, 433 3527793 MMz
DATA PROCESSING

F1 size BS536

Total time 1 min, 2§ sec

—=2.052
2621

1.627

Espectro 108. Ampliagdo do espectro 107 (3 1,0 — 2,8).

Nos espectros de '*C, DEPT 90 e 135 foi possivel observar cinco sinais na
regido dos carbonos aromaticos, sendo trés quaternarios (& 146,5; 151,5 ¢ 152,6), com
deslocamento quimico caracteristico de carbonos ligados a atomos mais eletronegativos
e dois metinicos 6 122,3 e 1239 (Espectro 109). Foi observado ainda a presenca de dois
grupos metilicos 6 14,4 ¢ 6 18,1, um hidroximetinico em & 72,4 e dez metilénicos,
sugerindo uma cadeia linear longa (Espectros 110 e 111; Tabela 7). Quando
comparados os sinais dos carbonos aromaticos com os encontrados na literatura
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000), foi possivel observar que sdo caracteristicos de
um sistema piridinico substituido. Esses dados aliados ao valor da constante de

acoplamento (8,0 Hz) caracterizam o nucleo piridinico 2, 3, 6-trissubstituido.
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Welington ALCla 08,07/2030

Pulse Sequence: SZpul

148,526

152.838
151.531

133.976

72.438

49.8%3
48,571
A9 . 2832

48.711
45429
48,147

T
s i
. S— T S — r — ; S
220 200 180 160 140 120 100 a0 60 40 20 ppm
13
Espectro 109. Espectro de RMN ~C de 4a (500 MHz, CH;0D).
wWelington ALD 4a Z0/06/2010
Pulse Sequencer DEPT
Solvent: eddod
Temp. 8.0 C / 201.1 K
Ussr: 1=1d4=
INOVA=500 "sult1E8"
Relax., delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degroes
g, time 1.043 5ec
Widin 7A008.5 Kz
4352 repetitions
OBSERVE €13, 125.5621782 MHZ
DECOUPLE M1, 495 35SZ762 MHZ
Powar 30 ¢B
on during acquisition
off during del
WALTZ-16 moduiated
DATA PROCESSING -
Line broadsning 1.8 Mz =
I sies 85536 bt
Total time 4 hr, 59 min, S8 se&c .
. 8
_T!
o
- | b
=
! =
| = suu |
' RagdzggErs
fatoclenRg
BemRaa™yq |
Q1

4B BB RN |

2z0

g
200

T T T T TR

180

168

T
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a0

e A e o s R U

(1]
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Espectro 110. Espectro de RMN DEPT 135 de 4a (500 MHz, CH;0D).
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Welington ALC 4a 20/06/2018
Pulse Sequence: DEPT
Solvent: cdiod
Temp, 28,0 C / 801.1 K

ser: 1-14-87
INOVA-501 “multiBs®

14.427

Espectro 111. Ampliagdo do espectro 110 (& 15 — 50, 500 MHz, CH;0D).

A partir dos experimentos de gHMQC foi possivel correlacionar os hidrogénios
aos seus respectivos carbonos (Espectros 112-115, Tabela 7). Para as atribui¢des dos
hidrogénios e carbonos do anel piridinico, foram analisados os mapas de contorno
gHMBC, onde foram observadas as correlagdes entre H-4 (5 7,06) e C-2 (*J, 146,5), C-5
(J, 122,3) e C-6 (°J, 152,6). Também foram observadas correlagdes entre H-5 (8 6,93) e
C-3 (CJ, 151,5), C-4 (%, 123,9) e C-1' (*J, 37.5), sendo que a desprotecdo em C-3 &
justificada pela presenga de um grupo hidroxilico. Outras correlagdes observadas em
relacdo ao anel piridinico foram entre H-7 (8 2,38) e C-2 (*J, 146,5) e C-3 (°J, 151,5)
(Espectros 116, 117,118 e 119, Figura 30, Tabela 7). A partir das constatagcdes
anteriores e das correlagdes entre H-5 e C-1/, H-1' (6 2,65) ¢ C-5 ¢ H-2' (6 1,65) e C-6
foi possivel concluir que a cadeia linear era o substituinte em C-6 no sistema aromatico.
A linearidade da cadeia foi evidenciada a partir das correlagdes entre os metilénicos,
destacando-se as correlagdes entre H-5' (3J, 1,33), e H-9’ (3J, 1,42) com o
hidroximetinico (6 72,4), justificando assim a posi¢do do hidroximetinico em C-7".
Correlagdes entre o grupo metilico ligado a um metilénico (H-12’, § 0,94) e C-10" (*J,
30,3) e C-11' (3], 23.8) e entre H-10" (5 1,33) e C-8' (*J, 38,4), C-9' (*J, 26,7) e C-12'
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(’J, 14,4) corroboram para a linearidade da cadeia e a posi¢do do hidroximetinico em C-

7 (Espectros 116, 117,118 e 119, Figura 30, Tabela 7).

velingten ALC 4a 20/08/2010

PulEe Sequance: gHACC
Solvent: cdlod

Temp. 28.0 C / 301.1 K
User: 1-14-87
INOVA-800 “multiss"

Relax. delay 1.008 sec
Acq. time 0,128 sec
Widih  BO0D.0 HE

incraments
QBSERVE K1, 4093527703 Mz
DECOUPLE C13, 135.3717438 Wz
Power a8

u
on guring acquisition
off during dol
RF-1 modulated
DATA PROCESSING
Gauss apodization 8.959 sec
rL DATA PROCESSING ‘ ]
Gauss apodization 0.004 sec
T sl 048 & 20 - PV N ettt bl AR st o A P
im..‘i‘ﬁ. 3 hr, 42 min, 33 sec Pl A e i"'r-\-"r-ﬁh‘“«w‘-"r‘*m"w. P, e - |

iFE ]
'[DDII
6.6—

6.7-

@

-
@
sl L

e . v - T
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FL (ppm)

Espectro 112. Mapa de contorno gHMQC de 4a (6 120 — 128; 500 MHz; CH;0D).
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Walington ALC 4da 20/08/2010
Pulse uwmeu FLLA

"t

o sa 0 C A3 K
INGVA=500 Mmi1b85"

Relax. delay 1. nan sac

CBSERVE  H1, 49%.3527783 NHz
nlcuuvlt €13, 125.5717434 NHr

g rg mcquisition "
aff during delay i
GaRp-1 sodulated i
OATA PROCESSING

Sauss apocization 9.060 see

F1 DATA

Gauss upuaiznmn 0.004 mec

FT size 2048 x

Total time 3 Ae 42 min, 82 cec .

74 y2 70 68 66 64 62 60 S8 56 54 Sz 50 48
F1 (ppm)

Espectro 113. Mapa de contorno gHMQC de 4a (5 48 — 74; 500 MHz; CH;0D).

Welington ALC da 20/06,2018

Sequence: ghHOC

t: cddod
9.8 0C s301.1K

re &7
THOVA~! 50" reities

Relax, Islﬂ’ 1. ..ﬂ SEC
tine 0.128 &
1

1! s!zn!s WMz "
D[(‘.OIJPLE. 013. 125.5717434 WHz {

on :Im hw aew!ulunu
of f_duri

[ uno-nzur.lm 0.0%8 s
F1 DATA PRD)
dnuss a odiznlo-u 0.008 sec
rT size

Total \Iu S nr Ii min, 33 sec

\
—.
- L
: ' . 3
ﬁ.‘.l.-uh.hl.n:u.hu.ljm_l.u

A
-

| 3
2.0
E|
i
2.2
E|
= 2.43
g
— 53
) E
| z.82

e ’ i . -

a1 as 33 38 37 3 35 34 33 3z 31 31 28

F1 (ppm)

Espectro 114. Mapa de contorno gHMQC de 4a (6 29 — 41; 500 MHz; CH;0D).
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Welington ALC da £0/06/E010

Pulse Sequence: gHMOC
Eul\mn‘ cddod
/311K

s 1-14-8
Thdva-sia rmuitiss

R!Iu dclly 1. .00 e
Acq, 1,128 se
widin' ™ati0 0 ne-

ED I-‘Hih 213447 Hz
44 repatiti,

n
2 % TOBe ney mants

499.3527783 WMz
125.5717434 WMz

an durlng scquieition
off during del
GARP=1 monuiated

DATA PROCESSIRG

Oauss apodization 0.059 sec
n nnln OCESEING

RVE  Hi,
n!cnnFLE cu
48

sodtzﬂlon 0.004 sec
n sizn 048 = 2048
32 cec

Total time 3 ar, 4% nin,

2.8 e

2 25 24 23 2z 21 20 13 18 17 16 15
F1 (ppn)

28 27

14

13

Espectro 115.

Mapa de contorno gHMQC de 4a (6 13 —28; 500 MHz; CH;0D).

wellngton ALC 4a 20/08/2010

Pulsa Sequence: gHWBC
Solvant:

lm\'ﬂ-lnn “RUILIBS"
Relax, delay 1. Wﬂ soc
me 0,128 5

19003.0
20 wigth 28008 5 Wiz
as rapetitiont

128 incrase

Total tise

Wi, 839.5527793 MHZ

064 soc
1CESSING

a0g see
¥ 20
hr, S8 min, 31 sec

F2
(pom)

———_':\_\'_'
— 705
-
7.10-
7.15+
7.20-

7.25

HW#WMWWNW“’”WLWWW

S ABARE wEREE n Ty T
150 149 148 147 146 145 144
F1 (ppm)

I —
156 155 154 153 152 151

Espectro 116. Mapa de contorno gHMBC de 4a (8 144-156; 500 MHz; CH;0D).
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welington alC da 20/06/200L0

Pulse Sequance: gHMEC
solvent: cadod

Tonp. 288 €/ 301.1 K
oot ol
NoVA-800 masILiEED

Rﬂax rhlax 1. ﬂlﬂ lu
, 128

L, A98.3527763 MHZ
1

(064 sec
PROC .'IO

Total time 3 Ar, i min, 31 see

<

e —— 2,654
2,704

2.754

T T T 1 T
15§ 1510 145 140 135 130 125
F1 (ppm)

Espectro 117. Mapa de contorno gHMBC de 4a (5 125-155; 500 MHz; CH;0D).

Welington ALC & Z0/0B/Z0L0

Putse s-ww-w gHNBC
Solvent: cido

Tenp. 8. GC/NltK
User: A7
INOVA=300 “multios®

Relax, delay 1.000 sec
st

1 .0

20 Width 28008 .5 ‘I?

82 repstitions

128 1ncrements

CRSFRVE Wi, 488 353778% Wz
DATA PROCESZING

(e kel 0 ﬂﬂ";u

.
st PN Bt bt At Yikcpet e e o
lrz
(ppm
1
1.1
1.2
] ]
A il
=3 1.3+
4‘7:::ffd ]
~ 1
—— 1.4+ i
)-z.,_\ 1 |
\ 1
1.5
1.64
4
h
1.7
1.8 [
|
S S
76 77 16 75 74 73 72 7L 78 69 &8 &7
F1 (ppm)

Espectro 118. Mapa de contorno gHMBC de 4a (6 67-78; 500 MHz; CH;0D).
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Welington ALC da 20/06,2010

Pulis Sequance: gHMAC

Solvent: cadod

Temp. 8.0 C ;/ 301.1 K
Uger: 1=1d=

INOVA=500  “multiss"

Ralax, delay 1.000 sac
& sac

naa
Total tims 3 hr, 58 min, 31 sec

pa—
F2

J[ppmﬂ

— 0.9 -
‘ 1.0
} 1.1
] 1.2
./I 3

,_.-'i"// 1.87 N =

i§ 1.4

_%:‘“a_\ "
W 1.5
) e
< T
— ]
| 1.7-
1.8
A A
38 38 34 3z 30 28 26 24 22 20
F1 (ppm])

Espectro 119. Mapa de contorno gHMBC de 4a (6 20-38; 500 MHz; CH;0D).

As correlagdes observadas no mapa de contorno gCOSY confirmam a relagéo
orto dos hidrogénios do anel piridinico, a linearidade da cadeia lateral em C-6 ¢ a
posi¢do do hidroximetinico em C-7. As principais correlacdes sdo entre H-1' e H-2', H-
2' e H-3', H-4' ¢ H-5', H-6' ¢ H-7', H-8' ¢ H-7', H-8' ¢ H-9', H-10" ¢ H-11', H-11" ¢ H-12’
(Espectros 120 e 121, Tabela 7).
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Welington ALC da 20/08,2010

Pulse Sequence: gCOSY
solvents cdzod

Tamp. 8.0 C ¢ 3011 K |
TNOVR=500  PRsTE 155

Relaw, delay 1.000 cec I
fica, dime €11k sec

b

158 increments i
ODSERVE Wi, 489.3527783 MMz S VL — —
DaTA PROCESSTNG —

5q. sine bell B.064 sec |F?_ B

F1 DATA PROCESSING

0. 8ire bell 3,000 sec (ppm}

FT size 2048 x 2048
Total time 1 hr, 18 min, 44 sec b

.|

T L o
7%0 7.15 7.10 7.05 7.60 6.85 6.30 6.85 6.50 6.75
F1 (ppm)

Espectro 120. Mapa de contorno gCOSY de 4a (5 6,75-7,20; 500 MHz; CH;0D).

Welington ALC da 20/06/3010
Fulse Seuence: gCOSY
Solvent: ed3od
Tenp. 8.0 C / 3031 K
INOVA-380 emultisT®
Relax. delay 1.000 Esc
Aeg. Line 0,128 gec
w1 al Hz L
20 Widen 80000 W2
fE et M
GRSERVE I, 483.3527793 WAz il —— S — —
DATA PROGESS, e 3
Sq. sine ball 0.064 Gec Fe 1
ran s (hon
;1".;‘2:'“45 » 2043 o 40 4 \
ota ime 1 hr, 18 min, sec | 0 n
1.0 \
(=]
2 e
1.5
| z.0
|
2.5—i E
= ] i [
1
SJIJ
e e @
|
3.5 [~ Y [}
LU s L b | Lhiekiel okl A | T T T ! T T J
3.4 3.0 2.8 2.2 1.8 1.8 1.2 0.8
F1 (ppm)

Espectro 121. Mapa de contorno gCOSY de 4a (6 0,8-3,4; 500 MHz; CH;0D).
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Tabela 7. Dados de RMN de 4a em CH;0D“

C 8’ gHMQC &y (J em Hz) gHMBC gCOSY
2 146,5 s — H-4; H-7 —

3 1515s - H-5; H-7 -

4 1239d 7,01 d (8,0) H-5 H-5

5 122,3d 6,93 d (8,0) H-4; H-1' H-4

6 1526 - H-4; H-1'; H-2' -

7 181q 238s - -

1" 375t 2,65 t(7.,5) H-5; H-2' H-2'

2 316t 1,65 quint. (7,5) H-1; H-3' H-1'; H-3’
3 30,5t 1,33 m H-5' H-2’

4 30,7t 1,42 m H-2'; H-5' H-5'

5 290t 1,33 m H-3'; H-4' H-4'

6 381t 1,42 m H-4"; H-5' H-7'

7 724d 3,50 m H-5'; H-9' H-6'; H-8'; H-9’
8 384t 1,33 m H-9'; H-10’ H-7'; H-9'
9 26,7t 1,42 m H-8'; H-10’ H-7'; H-8'
100 303t 1,33 m H-9'; H-11"; H-12’ H-11'
11" 236t 1,33 m H-12 H-12'
12/ 1444 0,94t (6,5) H-10"; H-11' H-11'
ecmenos umcos (5) e o e gt s TS o bt e

HO "\‘
( .
HsC N
H 2 c OoH
2 4a
H—>C

Figura 30. Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de 4a.

O alcaldide 4b também ¢é um soOlido branco e de acordo os resultados

interpretados dos espectros de RMN, obteve-se uma estrutura quimica idéntica ao ALC

4a (Figura 31). Essa constatagdo permite inferir que eles s8o um par enansiomérico ou
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apresentam uma isomeria constitucional, como por exemplo, a mudanga na posi¢do do

grupo hidroxilico em C-7', porém, ndo se pode afirmar sem outras evidéncias.

Figura 31. Estrutura quimica do alcaldide 4b.

A analise do espectro de RMN de 'H apresentou dois dubletos & 6,93 (1H,
J=8,0 Hz) ¢ 67,01 (1H, J = 8,0 HZ), indicando hidrogénios aromaticos na posi¢io
orto, um singleto em & 2,38 (3H), caracteristico de grupo metilico ligado a um sistema
aromatico e um tripleto em 60,92 (3H) referente a um grupo metila ligado a um
metilénico. Foram observados ainda um tripleto; 6 2,66 (2H), dois quintupletos em &
1,65 (2H) e & 3,50 (1H), referente a um hidroximetinico; e dois multipletos em & 1,36 e
0 1,44 (Espectros 122—-124; Tabela 8).
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Pulae Seguence: sZpul
Solvent: cdiod

Tenp. 28
INOVA-500  “multifs"

Pulse 45.0 degroes
Acg. time 4.096 sec

FT size §553%

i

wWelington ALC 4b 12/04/10

8 C /s 201.1K

Ralax. delay 0.904 sec

Total time 1 min, 20 sec

A_R38

_6.128
3.207

8911
~3.811

—3.304

2.375

5.904

[Tt -
7 6 5 4
——
[}
0.45

Espe

ctro 122.

Espectro de RMN de 'H de 4b (500 MHz, CH;0D).

welington ALG &b 12/04/10

Palde Sequence: s2pul
Solvent: cdiod

Tenp. 28.0 C 7 301.1 E
TNOVA-500 “mulbtig2®

Relax. délay 0,904 sec
FREE

16 repctitions
OBSERVE ML, 499.364%410
DATA PROCESSIRG
FT wize ES536
Total time 1 min, 20 sec

ol

—3.311
Yo 3 . 204

Mz

—3.318
R

b

T

3.0

2.9

2.8

Espectro 123. Ampliagdo do espectro 107 (6 2,6-3,6).
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Welington ALC 4B 12/04/10
Pulse Beguence: sipul -
Soivent: cddod =
Tewp, 26.0 C ; 361.1 K -
INOVA=500 “multiss"
Relax. delay §.804 soc |
Pulse 456 degreec
fog. time 4.036 soc
Width 8008.9 Hz
16 repstitions
OBSERVE Wi, 43%.36109410 HHz i
DATA PROCESSING I
FT size 65536
Total time 1 min, 20 tec
-
=%
-
. 1)
-
=2
L
il
i
i
tHl
b8 |
a5
I7%
iy
| |
|
. \ \
W J
| \ U
! Y |
- A p. f N~
g — — — —
— - - e —T T T . ———T—T—T
1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 ppm

Espectro 124. Amplia¢do do espectro 107 (8 0,9-1,7).

Nos espectros de *C, DEPT 90 e 135 foi possivel observar apenas um sinal na
regido dos carbonos aromaticos, sendo um metinico em & 122,3. Por meio dos mapas de
contorno gHMBC e gHMQC observou-se mais quatro sinais referentes a carbonos
aromaticos, sendo trés quaternarios (6 146,4; 6 151,4 e 6 152,2) com deslocamento
quimico caracteristico de carbono ligado a 4&tomos mais eletronegativos; e um metinico
com absor¢do em o 124,0. Foi observado ainda a presenga de dois grupos metilicos em
0 14,4 ¢ 6 18,1, um hidroximetinico em o 72,4 ¢ dez metilénicos, sugerindo uma cadeia
linear longa (Espectros 125—127; Tabela 8). Quando comparados os sinais dos carbonos
aromaticos com os encontrados na literatura (SILVERSTEIN ¢ WEBSTER, 2000), foi
possivel observar que sdo caracteristicos de um sistema piridinico substituido. Esses
dados aliados ao valor da constante de acoplamento (8,0 Hz) caracterizam o nucleo

piridinico 2, 3, 6-trissubstituido.
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Welington ALE 4b 12/04/10

Pulse Sequence: sipul
Solvent: cddod

mp. 28.0 € / 301.1 K
5 1-14-87

weli ALCAb_c
500 nﬂuul 195

Helax. delay 0.357 sec

Pulse 4%5.0 dogress

cq. time 1.083 sec

Width 28008.5 Hz

1000 repetitions
OBSERVE CLJ, 125.5652357 Mz
DECOUFLE H1, 433 3674380 Wiz
Power 30

contingously on
WALTZ=16 modulated

ESBING

DATA PROCH

Line broadening 1.8 Hz
FT size G553

Total time 33 min, 28 sec

122,318

72,818

—49.508

49538

2

AT
48000

48,055

148

120

100

ppm

Espectro 125. Espectro de RMN "*C de 4b (500 MHz, CH;0D).

welington ALE 4b 1E/04/10

FulGe Sequence: DEPT 330
Saivent: cdiod

Temp. 28.0 C 7 301.1 K
User: 1-14-87

rile: welington ALGAY_dept
INOVA-S B0 mu 11659

Belax, delay 1.000 sec

438 repetitions

OBSERVE C13, 125.5852357 Nz
DECOUPLE  H1, 493.38/4380 MHZ
Powar 50

on during acguisition

off during delay

VALTZ=16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.6 Hz

FT aize 65536

Total time 23 min, 43 sec

—_— 12251

72.418

Espectro 126. Espectro de RMN DEPT 135 de 4b (500 MHz, CH;0D).
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walington ALC 4b 12/04/10

1 gton_ALCAb_ghm
INDVA-500 "mulLlif5"

Relax, delay 1.:')00 BEC

width BORD. 0 Wz

ZD Width 29006.5 Hz

1 ftions

128 incrimente
.« A99.3649410 Wz

SEIND

Sine bell D.084 sac

F1 DATA P

ROCESS NG
8ine bell 0.002 sec

o
E-
nTq g 87
E1

=

%
Total time 47 min, 0 sec

At st o i o oy

-. T T T T T T T T Ty
158 156 154 152 150 148 146 144
F1 (ppm)

Espectro 127. Mapa de contorno gHMBC de 4b (6 144-158; 500 MHz; CH;0D).

A partir dos experimentos de gHMQC foi possivel correlacionar os hidrogénios
aos seus respectivos carbonos (Espectros 128-131, Tabela 8). Para as atribui¢cdes dos
hidrogénios e carbonos do anel piridinico, foram analisados os mapas de contorno
gHMBC, onde foram observadas as correlagdes entre H-4 (5 7,01) e C-2 (*J, 146,4), C-5
(*J, 122,3) e C-6 (°J, 152,2). Também foram observadas correlacdes entre H-5 (8 6,93) e
C-3 (UJ, 151,4), C-4 (3, 124,0) e C-1' (*J, 37.5), sendo que a desprotecio em C-3 &
justificada pela presenga de um grupo hidroxilico. Outras correlagdes observadas em
relagdo ao anel piridinico foram entre H-7 (6 2,38) e C-2 (J, 146,4) e C-3 (J, 151.,4)
(Espectros 132, 133 e 134, Figura 32, Tabela 8). A partir das constata¢des anteriores e
das correlagdes entre H-5 e C-1', H-1' (8 2,66) e C-5 e H-2' (6 1,65) e C-6 foi possivel
concluir que a cadeia linear era o substituinte em C-6 no sistema aromatico. A
linearidade da cadeia foi evidenciada a partir das correlacdes entre os metilénicos,
destacando-se as correlagdes entre H-5" (°J, 1,36), ¢ H-9' (J, 1,44) com o
hidroximetinico (& 72,4), justificando assim a posi¢do do hidroximetinico em C-7'.
Correlagdes entre o grupo metilico ligado a um metilénico (H-12’, § 0,92) e C-10" (*J,
33,1) e C-11" (*J, 23,7) e entre H-10" (8 1,36) e C-8' (*J, 38,3), C-9’ (*J, 26,6) e C-12’
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(’J, 14,4) corroboram para a linearidade da cadeia e a posi¢do do hidroximetinico em C-

7 (Espectros 132, 133 e 134, Figura 32, Tabela 8).

welington ALC 4b 12/04/10
Fulse Saguence: gHMOC
Solvant: cddod
Tenp. 28.0 G/ 301.1 K
User: 1-14-87
File: walington ALCAL_ghmac
INOVA-500  *RuiTiss=
Relax, delay 1.000 sec
Acq. tine 0.18 soc
widin  8000.0 HE
0 Width 21344.7 Hz
18 repetition:
% 128 incraments
OBSERWE  HI, 489.3643410 Az
DECOUPLE C13, 135.5748018 WHz
Power 49
on during acguisition
off during deley
GARF-1 modulated |
DATA PROCESSTNG
Sauss apodization 0.059 sec
rE R o ost e o NPT
uss apodization 0. R y | |
1 & Py
Totaltme © hr, 21 win, 10 sec Ml UL I AT AN id.
Fz 23
Cppm}
6.23
6.4
6.6
6.6
= E
l 7.0
—_——
7.2
7.4
7.6
7.84 - ' T T T ABEREEREESS T S S R |
130 129 128 127 126 125 124 123 12z 121 128 119 118
Fi (ppm)

Espectro 128. Mapa de contorno gHMQC de 4b (6 118 — 130; 500 MHz; CH;0D).
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Welington ALC 4b 12/04/18
Pulse Sequence: ghHMOC
Solvent: cddod
Temp. 26.0 C ¢ 301.1 K
Files wedingion ALCAD_ghage
IHOVA-506 TR TEIESH
Retax. celay 1.000 cec
Acq. time 0.128 sac
18 repetitions
2 % 128 increments
ORSERVE W1, 498.3845410 Wz
DECOUPLE C13, L125.574B018 MHz
Power 40 db
o &
DATA PROCESSING
Gawss apodization 0.05% sec
FL DATH PROCES3ING
Gauss apodization 0,004 sec
FT size 2048 x 2048 A
Total time | hr, Z1 min, 19 sec
F2z
= (ppm}
2.8
3.0
3.2
e E >
3.4
3.6
3.8
4.0~
4. 2= ey LA L LAl Lk L i e bttt AL LU LA LL L LLLLs Lk LR | UL
74 72 70 (1] 66 64 B2 1) 58 56 54 52 50 48
Fi (ppm)

Espectro 129. Mapa de contorno gHMQC de 4b (6 48 — 74; 500 MHz; CH;0D).

Welington ALC 4b 12/04/16

Fulse Sequence: gHNDC
Solvent: oo

File: welington ALCAE_ghmge
THOVA-508 1Tigs"

Relax. delay 1.000 sec

fcg. time 0.128 ssc

Width 80089 Hz

20 Width 213147 Wz

16 repatitions

2 x 128 fncrements

BSERVE L, 198.3649430 MHZ
DECOUPLE C13, 115.5748018 MHz
Fower 49 d8

on during acquisition

off guring delay

GARP-1 Tated

DATA PROCESS)

Gauss apodization 0.058 sec
F1 DATA PROCESS

Bouss mpodization 0,004 sec
ET size 2048 x 30

Total tine 1 hr, Z1 min, 19 sec

- JAwnﬂfu«J«nuavvJ Uit o

3
1.4 £/ e A

T T - - e R RS

39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29
F1 (ppm)

Espectro 130. Mapa de contorno gHMQC de 4b (8 29 —39; 500 MHz; CH;0D).
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Welington ALC 4b LZ/04/10

Pulse Sequence: gHAQC
Solvent: cefod
Temp. 28.0 € / 301.1 K
User: 1-14-87

@z welington ALCAb_ghmgc
INOVA-580  EmaTEiEs" -

Relax. delay L.000 mec
AL “tIIC .alﬂl e

Z x 128 fncrements

L, 488.3640410 MHz
DECDUPLE C13, 115.5743018 Wiz
Power 49

on during acquisition
of f during ge)
P-1_modulated
DATA PROCCESING
Gauss 1zation 0.05% sec
F1 para EEEING
2

Gauss tion 0.004 sec
FT mize 2048 w 1048
Total time 1 hr, Z1 min, 18 sec

A

-
o

-
o

Y

E- ra
FIPTATITTEEIRET] ST TAINRT] FTTLRT)

28

L B e B e B B R e e L B L B R B

26 24 2z 20
F1 (ppm]

Espectro 131. Mapa de contorno gHMQC de 4b (6 14-28; 500 MHz; CH;0D).
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Welington ALC 4B 12/04/10

Pulte Sequenca: gHMBC
Solvent: cd3od

Temp. 26.0 C 7 301.1 K
User: 1-14-87

File: welinglon fLCab_ghnbc
INDVA-S00 “mulbies~

Relax. delay 1.000 sec
Acg. tima ©.128 56

e
OBSERVE  H1, 499.3540410 Mz
]

S1ne ball 0.064 sec
EIND
Sine b1l 0,002 sec
® 008 ¥ 2048
Total tiee 42 nin, ¢ sec

,,,,, | ..
155 1580 145 140 135 130 125 120
F1 (ppm)

Espectro 132. Mapa de contorno gHMBC de 4b (8 120-155; 500 MHz; CH;0D).

Espectro 133. Mapa de contorno gHMBC de 4b (8 25-75; 500 MHz; CH;0D).
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Welington RLC 4b 12/04/18

Pulse Sequence: gHMBC
Salvent: cd3od
Tomp. 2.6 C 7 5911 K

User: 1-1.
File: welington ALCAb_ghabe
INOVA=S00 Tl E165°

Relax, delay 1,000 sec

Acq. time 0.128 sec

width  8000.0 Kz

20 Width 28006.5 hz

16 _repetitions

128 increments

DESERVE W1, 4333043410 Mz
< iwg

Sime beil 0,064 sec
F1 DATE PROCESSING

002 sec
FT size 2048 » 2048
Total tine 42 min, 1 sec

(=
-

-
"

I
P

L
-
w

-
@

-
~

36 as 34 33 32 31 an 29 28 27 26 25 24 23 22
F1 (ppm)

Espectro 134. Mapa de contorno gHMBC de 4b (5 22-36; 500 MHz; CH;0D).

As correlacdes observadas no mapa de contorno gCOSY confirmam a relacdo
orto dos hidrogénios do anel piridinico, a linearidade da cadeia lateral em C-6 ¢ a
posi¢éo do hidroximetinico em C-7. As principais correlagdes sdo entre H-1' e H-2', H-
2" e H-3', H-4' e H-5', H-6' ¢ H-7', H-8' e H-7', H-8' ¢ H-9', H-10" ¢ H-11’, H-11" e H-12’
(Espectros 135 e 136, Tabela 8).
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Welington ALC 4b 12/04/10

Pulse Sequence: goOSY

Solvent: co3od
Tomp. 28.0 C 7 301.1 K
Fila: welingion ALCiu_goosy
IMOVA-S00 g 1L B
Relar, oelay 1.000 sec
Atg. time 0.128 sec

i 8000.0 Nz

20 Width
4 repetitions
128 Incresents

OBSERVE H1, A85.3649410 MH2
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0064 sec
F1 DATA PROCESSING

Sg. sine ball 8.00% sec
FT size 2048 x 204d
Total tima 10 min, § sec

-~ -~
w

-~
PETTN EEETY FETEN PR

- o~ -
ra o o~
Lo looaal i laanalunaaleey i laaunlivas

-

2
(ppm)

I

o

@

w

~
-

~
-

w

-~
I

7.5

e e

7.4

7

-3 7.2

p——

7.1

N
F1 (ppm)

N B e B

6.9 6.8 6.7

A B

o
6.6 6.5

Espectro 135

. Mapa de contorno gCOSY de 4b (3 6,5-7,5; 500 MHz; CH;0D).

Welington ALC 4b 12/04/10

Pulse Sequence: goOSY
Solvent: cddod

Temp. 260 C / 301.1K
Fila: welington ALCAb_geosy
INOVA-500 ma1E1 550

Relax. delay 1.000 sec
. tino 0. sac

g. sine bell 0.009 sec
FT size 2046 ¥ 2048
Total time 10 min, 6 Séc

!J F2
(ppm)
] 57}
1.0
] B =]
1.5+
] =]
2.0+
2.5 o
s B 0
3.0+
1
S a O
3.5 | = [ ]
M ————— P e T T S
3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0
F1 (ppm)

Espectro 136. Mapa de contorno gCOSY de 4b (6 1,0-3,8; 500 MHz; CH;0D).
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Tabela 8. Dados de RMN de 4b em CH;0D"

C 8’ gHMQC &y (J em Hz) gHMBC gCOSY
2 1464 - H-4; H-7 -

3 1514 s — H-5; H-7 —

4 1240d 7,01 d (8,0) H-5 H-5

5 122,3d 6,93 d (8,0) H-4; H-1' H-4

6 1522s - H-4; H-1'; H-2' -

7 181q 238s - -

1" 375t 2,66t (7,5) H-5; H-2' H-2'

2 316t 1,65 quint. (7,5) H-1; H-3' H-1'; H-3'
3 306t 1,36 m H-5' H-2'

4 304t 1,44 m H-2'; H-5' H-5'

5 265t 1,36 m H-3'; H-4' H-4'

6 384t 1,44 m H-4'; H-5' H-7'

7 7244 3,50 m H-5'; H-9' H-6'; H-8'; H-9’
8 383t 1,36 m H-9'; H-10’ H-7'; H-9'
9 266t 1,44 m H-8'; H-10’ H-7'; H-8'
100 33,1t 1,36 m H-9'; H-11"; H-12’ H-11'
11" 237t 1,36 m H-12 H-12'
12/ 1444 0,92t (6,5) H-10"; H-11' H-11'
ecmenos umcos (5) e o e gt s TV s bt e

HO "\‘
( .
HsC N
H 2 c oH
2 4b
H—>C

Figura 32. Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de 4b.

Assim como os alcaldides 1a e 1b, o par ALC 4a ¢ 4b também apresentaram a

mesma estrutura quimica. Para isso, ambas as substdncias foram submetidas ao
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experimento de rotagdo especifico para verificar o desvio da /uz plano-polarizada pelo
. . 27,5 o
centro estereogénico presente na estrutura. Os valores obtidos foram: [ﬂ o ] = —198

-
20,1

para o alcaloide 4a e [a; ] = +15,7° para o alcaldide 4b, na concentragio de

0,10 g/100 mL. Esse resultado indica que cada composto desvia a luz plano-polarizada
para um sentido, tendo, portanto, uma relagdo enansiomérica entre os alcaldides 4a e

4b.

4.3. Espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray e as propostas de

fragmentacdes dos alcaldides isolados

Quando os alcaldides isolados foram submetidos a EM/EM foi possivel
identificar alguns fragmentos que corroboram para a elucidacdo estrutural descrita
acima. A maioria dos fragmentos foi caracteristica para todos os alcaldides, destacando
a eliminagdo neutra de agua, quando a estrutura do composto apresentara um grupo
hidroxilico e a eliminagdo neutra de uma molécula de eteno (CH,=CH,), referente as
quebras da cadeia carbdnica lateral.

Para os alcaldides la e 1b (ion gquasi-molecular m/z 310) destaca as
fragmentagdes neutra de agua, formando os ions m/z 292 ¢ 274 (duas eliminag¢des de
agua) e os fragmentos m/z 122 e m/z 123 com uma eliminagdo neutra da cadeia lateral e
uma cisdo homolitica entre os carbonos C-1" e C-2' (Espectros 137 e 138). As demais

propostas de fragmentagdes estdo descritas na Figura 33.

Intens. - +MS2(310.2), 30eV, 16.0min #303
] 292.23
5000
4000
3000 1
2000 122.06
136.08 274.22
1000
] 150.09
J.| 164.11 192.14
0 | Ll 1 m L 1 | I 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 m/z

Espectro 137. IES-EM/EM ion quasi-molecular m/z 310 do alcaloide 1a.
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Figura 33. Proposta de fragmentagéo para os alcaldides la e 1b.
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Os alcaloides 2 (m/z 308) e 5 (m/z 292) também apresentaram uma eliminag@o
neutra de agua (Espectros 139 ¢ 140). A intensidade do pico para o alcaldide 2 (m/z
290) foi mais intensa porque essa eliminag¢do ocorreu a partir de um grupo hidroxilico
da cadeia lateral, enquanto para o 5 essa eliminago € proveniente da hidroxila ligada ao
anel piridinico, com a formagfo de um ion piridino. Esta formacdo é mais dificil de
acontecer, porém, a baixa intensidade do fragmento m/z 274 justifica-se. Os fragmentos
m/z 122 ¢ m/z 123 também s3o formados e as demais propostas de fragmentacdes estio
descritas na Figura 34.

As mesmas fragmentagdes sdo propostas o par 4a e 4b (m/z 294, Espectros 141 e
142). Uma eliminagdo neutra de dgua proveniente de um grupo hidroxilico ligado ao
meio da cadeia carbOnica, fornecendo o ion m/z 276 com grande intensidade; e os ions
m/z 122 e 123 originado da eliminac¢io neutra da cadeia lateral, além das eliminagdes

neutras de eteno da cadeia lateral, fornecendo os demais fragmentos (Figura 35).

Inteni +MS2(308.2), 30eV, 17.8min #339
x10% |

290.21

0.8
136.07
12406

0.6

220.13
308.22

0.4 192.14

150.09 248.16

0.2 178.12

262.19

0.0 - - 'JI '|' - | ol IIJ |'|' - - -|'- 'JI

I T B L B B B E B B S B B B B B B T LI B B e B N LB |
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 m/z

Espectro 139. IES-EM/EM ion guasi-molecular m/z 308 do alcaldide 2.
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Intens. +MS2(292.2), 356V, 13.3min #255
292.23
6000
136.08
123.07
4000 -
2000 12406
150.09
. 178.13
162.09 I 192.14 236.17 274.21
04 ILL all | 1 | L |
L I L B e e e e e e B e e e e B L I I S e S e B S S By S S B s S B S
100 125 150 175 200 225 250 275 300 miz

Espectro 140. IES-EM/EM ion guasi-molecular m/z 292 do alcaldide 5.
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Figura 34. Proposta de fragmentagdo para os alcaldides 2 e 5.
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Intens. ]
x104
1.2

+MS2(294.2), 30eV, 11.8min #225

276.23

122.06

134.08

-7t 7T+ frTorrrrrr-rer T e ot

T T
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 m/z

Espectro 141. IES-EM/EM ion quasi-molecular m/z 294 do alcaldide 4a.
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Espectro 142. IES-EM/EM ion guasi-molecular m/z 294 do alcaldide 4b.
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Figura 35. Proposta de fragmentagdo para os alcaloides 4a e 4b.

Os fragmentos proveniente da EM/EM do alcaloide 3 (m/z 210) foram parecidos
com os outros alcaldides, porém, uma menor quantidade de fragmentos foi observada
porque a cadeia carbdnica lateral é menor (Espectro 143). Os ions formados foram m/z
178, com a formacdo de um ion acilio; m/z 150 com eliminagdo neutra de uma molécula
de monéxido de carbono e m/z 122, oriundo da eliminac¢do neutra da cadeia carbonica e

quebra homolitica entre os C-1" e C-2' (Figura 36).
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Intens. +MS2(210.1), 15eV, 11.4min #219
x104 ]
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Espectro 143. IES-EM/EM ion guasi-molecular m/z 210 do alcaldide 3.
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Figura 36. Proposta de fragmentagdo para o alcaldides 3.

4.4. Avaliacdo da atividade anticolinesterasica dos alcal6ides isolados

Visto os bons resultados observados no ensaio anticolinesterasico que os
alcaldides piperidinicos isolados de Senna spectabilis pelo grupo NuBBE apresentaram
(BOLZANI, 1995; VIEGAS JUNIOR et al, 2004, 2005 ¢ 2007; PIVATTO et al, 2005),
¢ a importancia que os inibidores de acetilcolinesterase possuem no combate a doenga
de Alzheimer, que afeta mais de quatro milhdes de pessoas idosas somente no Estados
Unidos, podendo chegar aproximadamente a oitenta milhdes de pessoas no mundo em
2050 (HAMPEL, 2011;MARSTON, KISSLING ¢ HOSTETTMANN, 2002), optou-se
em realizar tal bioensaio. Inicialmente foi avaliada a fracfo alcaloidica para saber se os
alcaldides apresentavam alguma atividade. Para esse ensaio preliminar, foi utilizado

para comparag@o, o controle positivo galantamina (0,01 pg, figura 37).
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Figura 37. Ensaio qualitativo em CCD da atividade anticolinesterasica da fra¢do alcaldidica.

Como apareceram as manchas brancas caracteristicas sobre o fundo roxo, isto
indica que houve inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Visto esses resultados
preliminares, todos os alcaldides isolados foram submetidos ao bioensaio para avaliar a
concentragdo inibitéria minima (CIM). O ensaio em CCD sugeriu atividade moderada
para os compostos 2 (CIM 0,18 ug), 5 (CIM 0,75 ug) e 4b (CIM 0,75 ug); e atividade
baixa para os compostos 1la (CIM 1,50 ug), 1b (CIM 6,00 ug), 3 (CIM 3,00 ug), 4a
(CIM 1,5 ug) quando comparado com a fisostigmina (controle positivo, 0.05 ug)
(Figuras 38 e 39).

Figura 38. Ensaio qualitativo em CCD da atividade anticolinesterasica dos alcaldides 1a, 2,3 ¢
5.
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Figura 39. Ensaio qualitativo em CCD da atividade anticolinesterasica dos alcaldides 1b, 4a e
4b.

Tabela 9. Valores de concentragio inibitéria minima dos alcaldides piridinicos isolados.

Substéncia pura Concentracdo Inibitéria Minima (ug)
12'-hidroxi-7'-multijuguinol (1a) 1,50
12’-hidroxi-7'-multijuguinol (1b) 6,00
12'-hidroxi-7'-multijuguinona (2) 0,18

4'-multijuguinato de metila (3) 3,00
7'-multijuguinol (4a) 1,50
7'-multijuguinol (4b) 0,75
7'-multijuguinona (5) 0,75

Dos resultados supracitados na tabela 9, pode-se destacar os valores obtidos
pelas substancias 12-hidroxi-7'-multijuguinona (2), 7'-multijuguinol (4b) e 7-
multijuguinona (5). Tais informagdes s3o importantes porque indicam possiveis
prototipos de inibidores de acetilcolinesterase, provenientes de produtos naturais para se
buscar novos farmacos para a doenga de Alzheimer.

Outro aspecto relevante e tdo importante quanto uma atividade elevada € o fato

de indicar que outras estruturas quimicas possam ser testadas e modificadas
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estruturalmente para, posteriormente, serem reavaliadas. Isto pode promover um banco
de dados de estruturas quimicas, incentivando estudos de modelagem molecular para
buscar novos farmacos ou pelo menos uma forma basica que atue na inibi¢do da enzima

acetilcolina.

4.5. Perfil alcaloidico de Senna multijuga por EM e CLAE

Visando verificar a produgfo de alcaldides nas demais partes da planta (folhas,
flores, frutos e galhos), a fragdo enriquecida nos alcaldides foi submetida a analise por
EM e CLAE. Analisando os espectros de massas da fragdo alcaloidica dos diferentes
orgdos foi possivel notar que todos os picos referentes aos ions guasi-moleculares dos
alcaldides isolados estdo presentes, exceto o pico para alcaldide 3 devido a baixa
intensidade em relag@o aos demais. Observa-se também que a fragdo referente as folhas,
os picos de m/z 294 e m/z 310 (ALC 4a e 4b e ALC la e 1b, respectivamente) sdo os
mais intensos. Para as fracdes dos galhos e dos frutos, os picos mais intensos
correspondem aos alcaldides 1la, 1b e 2, enquanto para as flores os picos com maior
intensidade obedecem aos alcaldides 1a, 1b, 2, 4a e 4b respectivamente (Espectros 144-

147).

338 >0 356

Espectro 144. IES-EM da fragdo alcaloidica referente as folhas.
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Espectro 145. IES-EM da fragdo alcaloidica referente aos galhos.
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Espectro 146. IES-EM da fragdo alcaloidica referente as flores.
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Espectro 147. IES-EM da fragao alcaloidica referente aos frutos.
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Quando as fracdes foram analisadas por CLAE, também foi observado a
presenga dos alcaldides isolados por meio da comparacgio dos tempos de retengdo e da
semelhanga do espectro de absor¢@o na regido do UV, no qual todos os alcaldides
possuem os mesmos comprimentos de onda maximos. Assim como a analise do perfil
por EM, os cromatogramas das fragoes alcaloidicas praticamente ndo mostraram o pico
referente ao alcaldide 3, além das diferentes fracdes apresentarem maior intensidade

para alguns alcaloides especificos (Figuras 40-47 e Espectro 148).

L\
1 I S S 61 A\ WYX WV U LY B A

e L

Figura 40. Cromatograma da fra¢do alcaloidica referente as folhas; gradiente (40 min), 35 -
100% de MeOH — H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286
nm.

ALC laelb

ALC 2

ALC3

ALC 4ae 4b

ALCS5

Figura 41. Cromatogramas de comparagio dos tempos de retengdo entre a fragdo das folhas e
os alcaléides isolados; gradiente (40 min), 35 - 100% de MeOH — H,O, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj.
20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.
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Figura 42. Cromatograma da fragdo alcaloidica referente aos galhos; gradiente (40 min), 35 -
100% de MeOH — H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286
nm.
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Figura 43. Cromatogramas de comparacdo dos tempos de retengéo entre a fragdo dos galhos e
os alcaloides isolados; gradiente (40 min), 35 - 100% de MeOH — H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj.
20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.

Figura 44. Cromatograma da fragfo alcaloidica referente as flores; gradiente (40 min), 35 -
100% de MeOH — H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286
nm.
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Figura 45. Cromatogramas de comparagio dos tempos de retengéo entre a fragdo das flores e os
alcalodides isolados; gradiente (40 min), 35 - 100% de MeOH — H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj.
20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.

Figura 46. Cromatograma da fragdo alcaloidica referente aos frutos; gradiente (40 min), 35 -
100% de MeOH — H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj. 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286
nm.
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Figura 47. Cromatogramas de comparagdo dos tempos de retengdo entre a fragdo dos frutos e os
alcalodides isolados; gradiente (40 min), 35 - 100% de MeOH — H,0, C = 1,0 mg/mL, vol. Inj.
20 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector UV 286 nm.
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Espectro 148. Comparagéo entre as absor¢des na regido do UV entre as fracdes alcaloidicas e

os alcaloides isolados.
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5 CONCLUSOES

Baseado nos questionamentos feitos inicialmente (Por que pesquisar a Senna
multijuga ¢ o que estudar?), esse trabalho se baseou em um estudo fitoquimico,
especificamente, voltado para os metabolitos da classe alcaloidica que estdo presentes
na espécie. Através dessa atividade, notou-se a grande importincia das técnicas
cromatograficas modernas e convencionais (por exemplo, a CCDP) que permitiu o
isolamento dos alcaldides 2 e 5, inéditos na literatura e com uma pureza consideravel,
possibilitando a elucidacdo estrutural das duas estruturas de maneira inequivoca. Tais
alcaldides foram denominados de 12'-hidroxi-7"-multijuguinona e 7'-multijuguinona.

Utilizando a técnica de CLAE, foi possivel isolar e purificar os demais
alcaldides, sobretudo os pares com tempos de retengio muito préximos. Esses
alcaldides foram identificados por 1a e 1b (12'-hidroxi-7"-multijuguinol) e 4a e 4b (7'-
multijuguinol). Além desses, o alcaldide 3 também foi isolado e purificado utilizando a
técnica CLAE e nomeado de 4'-multijuguinato de metila. Vale ressaltar que esses
alcaloides sdo inéditos na literatura.

A espectroscopia e a espectrometria foram ferramentas primordiais para a
elucida¢do estrutural de todos os alcaldides. Em relagdo aos pares la e 1b (mesma
estrutura quimica) e 4a e 4b (estrutura quimica idéntica) foi necessario avaliar a rotacdo
especifica que o centro estereogénico apresentava. Com esses resultados, pode-se
predizer que o par la e 1b possuem uma isomeria constitucional, pois a rotacdo para
ambos foi positiva. Para o par 4a e 4b, o experimento de rotagio especifica mostrou que
os alcaldides desviam a luz para sentidos opostos. Isto evidencia uma relagio
enansiomérica entre eles. Ademais, os dois pares também podem ser epimeros,
apresentando tanto uma isomeria constitucional (por exemplo, a mudanga da posi¢do do
grupo hidroxilico secundario em C-7') como uma relagdo enansiomérica referente ao
centro estereogénico.

Apds a avaliacdo da atividade anticolinesterasica, os resultados indicaram
atividades moderadas para os alcaldides 2, 5 e 4b ¢ baixas para os alcaldides 1a, 1b, 3 e
4a. Vale ressaltar que sdo testes preliminares e que ainda nao sdo conclusivos sobre uma
provavel inibi¢do ou ndo, porém, sdo indicios que os produtos naturais podem e
continuam sendo substancias valiosas para serem utilizadas como protdtipos farmacos.

Em rela¢do ao acimulo de alcaldides nas demais partes da planta, o perfil alcaloidico
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tragado indica que todas as substincias isoladas estdo presentes nos outros 6rgios,
contudo, por meio da analise qualitativa, nota-se que as quantidades diferem de 6rgio

para 6rgéo na espécie S. multijuga.
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