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RESUMO

O presente trabalho foi motivado a partir de estudos preliminares que verificaram a
atividade antimaldrica relacionada aos alcaloides (—)-cassina e (—)-espectalina, isolados
das flores de Senna spectabilis. Levando em conta que existem poucos medicamentos
para o tratamento da malaria, uma das doengas negligenciadas que mais assola os paises
em desenvolvimento, foi planejada uma série de derivados semissintéticos a partir de
(—)-cassina, visando a obten¢do de compostos mais potentes que possam ser utilizados
como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos. Inicialmente,
uma série de ésteres planejados foi submetida a um screening virtual utilizando a
ferramenta de docking molecular para avaliar a afinidade entre os andlogos e a enzima
lactato dehidrogenase, principal alvo dos farmacos antimalaricos. Em seguida os
derivados mais promissores foram sintetizados e obtidos com bons rendimentos:
(—)-3-O-acetilcassina (48%), 3-O-butanoilcassina (67%), 3-O-pentanoilcassina (52%),
3-O-hexanoilcassina (58%), 3-O-heptanoilcassina (65%), 3-O-(2-bromobenzoil)cassina
(76%), 3-O-(3-bromobenzoil)cassina (74%), 3-O-(4-bromobenzoil)cassina (79%),
3-O-(2-clorobenzoil)cassina (64%), 3-O-(3-clorobenzoil)cassina (71%),
3-O-(4-clorobenzoil)cassina (76%), 3-0-(2-metilbenzoil)cassina (56%),
3-O-(3-metilbenzoil)cassina (63%), 3-O-(4-metilbenzoil)cassina (59%),
3-O-(2-nitrobenzoil)cassina (67%), 3-O-(3-nitrobenzoil)cassina (62%),
3-O-(4-nitrobenzoil)cassina (74%). Estes compostos foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas (ressonancia magnética nuclear) e espectrométricas (espectrometria de

massas).

Palavras-chave: Senna spectabilis, (—)-cassina, (—)-espectalina, alcaloides

piperidinicos, derivados semissintéticos.



ABSTRACT

The present work was motivated by preliminary studies that verified the antimalarial
activity of the alkaloids (—)-cassine and (—)-spectaline, that were isolated of flowers
from Senna spectabilis. Whereas that there are few drugs for the treatment of malaria,
one of the neglected diseases that plagues most developing countries, a series of
semisynthetic derivatives from (—)-cassine was planned, aiming at obtaining more
powerful compounds that can be used as models for the development of new
antimalarial drugs. Initially, the serie of planned esters was subjected to a virtual
screening using the molecular docking tool to evaluate the affinity between analogues
and the enzyme lactate desydrogenase, the main target of antimalarial drugs. Then the
most promising derivatives were synthesized and obtained with good yields:
(—)-3-O-acetylcassine (48%), 3-O-butanoylcassine (67%), 3-O-pentanoylcassine (52%),
3-O-hexanoylcassine (58%), 3-O-heptanoylcassine (65%),
3-O-(2-bromobenzoyl)-cassine (76%), 3-O-(3-bromobenzoyl)cassine (74%),
3-O-(4-bromobenzoyl)cassine (79%), 3-O-(2-clorobenzoyl)-cassine (64%),
3-O-(3-clorobenzoyl)cassine (71%), 3-O-(4-clorobenzoyl)cassine (76%),
3-0O-(2-metilbenzoyl)-cassine (56%), 3-O-(3-metilbenzoyl)cassine (63%),
3-O-(4-metilbenzoyl)cassine (59%), 3-O-(2-nitrobenzoyl)-cassine (67%),
3-O-(3-nitrobenzoyl)cassine  (62%), 3-O-(4-nitrobenzoyl)cassine (74%). These
compounds were characterized by spectroscopic (nuclear magnetic ressonance) and

spectrometric (mass spectrometry) techniques.

Keywords: Senna spectabilis, (—)-cassine, (—)-spectaline, piperidine alkaloids,

semisynthetic derivatives.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas na medicina para o tratamento das doengas que
acometem a espécie humana foi relatada inicialmente pelos egipcios, indianos e
chineses ha mais de 8000 anos e influenciou significativamente a pesquisa cientifica ¢ a
cultura humana (VALLI et al., 2012).

Embora os recursos naturais no mundo ainda tenham sido pouco investigados,
ha excelentes exemplos em que a biodiversidade levou a descobertas de novos
farmacos, possibilitando o tratamento e cura de diversas doengas, como a penicilina G
(1) (Figura 1), composto isolado do fungo Penicillium, que representa um marco
histérico na era dos antibidticos, diminuindo expressamente o numero de mortes

causadas por doengas infecciosas (REZENDE, 2009; NEWMAN, 2017).

Figura 1. Penicilina G.
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Fonte: autora.

Uma série de evidéncias mostra como as relagdes humanas foram afetadas pelas
plantas, incluindo a evolugdo econdmica e social de diferentes populagdes em diferentes
regides. Entretanto, os primeiros estudos cientificos sobre plantas foram registrados a
partir do século XIX, relatando algumas substancias como a morfina (2), analgésico
isolado da papoula (Papaver somnniferum) que contribuiu para a descoberta de outros
compostos farmacologicamente ativos, como a codeina (3) (antitussigeno) e a
papaverina (4) (vasodilatador), isolados da mesma planta (PINTO et al., 2002; VALLI
etal., 2012).

O isolamento da quinina (5) (Figura 2) das cascas de espécies da Chinchona, foi
relatado em 1820 pelos farmacéuticos Caventou e Pelletier, e foi o primeiro farmaco
empregado no tratamento da malaria, uma das doengas parasitirias mais recorrentes em

todo o mundo (CRAGG; NEWMAN, 2013).
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Figura 2. Principios ativos isolados de plantas.
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Fonte: autora.

A importancia dos produtos naturais com atividade antiparasitaria ¢ destacada no
estudo realizado por Newman e Cragg (2016), sobre a origem dos medicamentos
lancados entre 1981 e 2014. Neste trabalho, os farmacos foram classificados da seguinte
forma: produto natural (isolado de fonte natural) (N), derivado semissintético de
produto natural (ND), sintético (S), sintético com grupo farmacoférico baseado em
produto natural (S*) e vacinas (V) (Figura 3). Assim, é possivel constatar que 60% dos
farmacos antiparasitarios (6—19) desenvolvidos em 34 anos de estudos apresentam sua

origem em produtos naturais (Figura 4).

Figura 3. Farmacos antiparasitarios lancados entre 1981-2014.

Nota: N - produto natural (isolado de fonte natural), ND - derivado semissintético de
produto natural, S - sintético, S* - sintético com grupo farmacofdrico igual ao de
produto natural e V - vacinas.

Fonte: adaptado de Newman and Cragg (2016).
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Figura 4. Farmacos antiparasitarios desenvolvidos entre 1981-2014.
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Nota: N - produto natural (isolado de fonte natural), ND - derivado semissintético de produto natural, S - sintético, S* - sintético com grupo
farmacoforico igual ao de produto natural e V - vacinas.

Fonte: adaptado de Newman and Cragg (2016).
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Neste contexto, a pesquisa com produtos naturais possibilita tanto a descoberta de
compostos bioativos, como também estimula o desenvolvimento da sintese organica para
obtencdo de novas estruturas moleculares que possam servir como modelos para o
desenvolvimento de novos farmacos. Alguns programas como o Special Programme for
Research and Training in Tropical Diseases (TDR), vinculado a Organizacdo das Nagdes
Unidas (ONU), o Medicines for Malaria Venture (MMV) e o Drugs for Neglected Diseases
initiative (DND1), vinculados a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sdo exemplos de
parcerias publico-privadas que visam criar, estimular e investir em pesquisa €
desenvolvimento de farmacos para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Vale destacar que ao longo do periodo de 2001 a 2010, o U. S. Food and Drug
Administration (FDA) aprovou 16 novos fiarmacos baseados em produtos naturais ou
derivados semissintéticos como o artemeter (8), derivado da artemisinina (6) utilizado no
tratamento da malaria (BOLZANI et al., 2012).

Muitos produtos naturais apresentam arquiteturas moleculares complexas, além de
serem isolados em pequenas quantidades, o que inviabiliza a comercializagdo. Nesse sentido,
técnicas racionais de quimica medicinal podem auxiliar no desenvolvimento de novos
protétipos. O planejamento baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-
based drug design) ¢ uma técnica que tem sido utilizada no desenvolvimento de novos
compostos bioativos. O docking molecular ¢ uma das principais estratégias de SBDD, que
consiste na predi¢ao da conformagao bioativa de uma pequena molécula (ligante) no sitio de
ligacgdo de uma macromolécula (proteina alvo), seguido da avaliacdo (pontuacdo) e
classificagdo do modo de ligacdo proposto. A triagem virtual baseada na estrutura do receptor
(SBVS, do inglés structure-based virtual screening) emprega métodos de docking molecular
na analise de grandes bases de dados de compostos com o objetivo de caracterizar um espago
quimico-bioldgico privilegiado e permitir a selecdo de compostos para testes biologicos.
Sendo assim, a avaliacdo da capacidade de pequenas moléculas interagirem com enzimas alvo
pré-selecionadas constitui parte primordial no desenvolvimento de novos farmacos (GUIDO;
ANDRICOPULOQO; OLIVA, 2010; SANGI, 2016).

Esse tipo de estratégia pode ser aplicada para o desenvolvimento de novas substincias
para o tratamento de diversas patologias, entre elas as doengas negligenciadas como a maldria.
Dentro deste contexto, a quinina (4), um dos principais componentes da casca de

Chinchona officinalis, que foi utilizada como tnico tratamento da maléria por muitos anos, ¢
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um modelo molecular importante para o desenvolvimento de novos derivados antimalaricos
como a mefloquina (11) e a cloroquina (18). A artemisinina (6) também ¢ um importante
modelo natural utilizado para o desenvolvimento de novos antimalaricos, uma vez que a baixa
solubilidade deste composto motivou a sintese de diversos analogos, como o artemeter (8) € o

artéter (9) (BARREIRO; FRAGA, 2008).

1.1 Maléria

A malaria ¢ uma doenca parasitaria que aflige grande parte da populagdo mundial. Em
2015, foi relatado 214 milhdes de novos casos e cerca de 438 mil mortes foram relacionadas a
malaria no mundo (WHO, 2015). Os paises subdesenvolvidos ¢ em desenvolvimento sio
aqueles mais atingidos pela doenca, sendo 88% dos casos ocorrentes na Africa, seguido pelo
Sudeste Asiatico (10%), regido do Mediterraneo Oriental (2%) e América Central e do Sul
(< 1%) (PHILLIPS et al., 2017). A maléria, além de ser a principal causa de mortalidade
infantil na Africa, é também responsavel por cerca de 10% dos casos de morte da populacio
africana e consome cerca de 40% dos gastos com saude publica (VALE; MOREIRA;
GOMES, 2005). Embora nos ultimos 15 anos (2000-2015) houve uma redu¢do de 18% do
nimero de casos de malaria e 48% de redu¢do no nimero de mortes por malaria em todo o
mundo, ainda assim, 3,3 bilhdes de pessoas correm o risco de adquirir a doenga (WHO,
2015).

Atualmente, a maioria dos casos registrados € proveniente do continente africano e do
continente americano, principalmente no Paraguai e Brasil (Amazonia) (SANTELLI et al.,
2016). Os casos de malaria na regido Amazodnica do Brasil geralmente sdo gerenciados pelos
orgaos de saude. Casos extra-amazonicos representam um grande desafio para as autoridades
de saude devido a falta de conhecimento da populagdo e das unidades de atendimento, o que
pode atrasar o diagndstico da doenca e consequentemente aumentar a taxa de mortalidade.
Além disso, o desconhecimento pode permitir a disseminacao da doenca a partir de individuos
contaminados que estejam em areas ndo endémicas (NASCIMENTO; GUIMARAES;
CARVALHO-COSTA, 2016).

Nas ultimas décadas, foram observadas flutuacoes na transmissao da malaria,
alternando entre periodos de epidemias de larga escala que ocorreram no final da década de
1990, e periodos de transmissdo reduzida em meados de 2005. Essas redugdes podem ser

resultado de programas como o da implementacdo do Plano de Intensificagdo das Atividades
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de Controle da Malaria na Amazonia brasileira (PIACM), que foi langado em 2000 pelo
governo federal, visando a intensificagdo das medidas de controle do vetor e as melhorias no
acesso ao diagnostico e tratamento (LIMA; LAPOUBLE; DUARTE, 2017).

A maléria ¢ causada por protozodarios do género Plasmodium, sendo que as espécies
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax sdo as mais comuns. A transmissao da doenga se
da pela picada das fémeas do mosquito Anopheles infectadas com o parasita (PHILLIPS et al.,
2017). O P. falciparum é responsavel pela maioria das formas graves de malaria, apesar de
também existirem relatos cada vez mais frequentes de infecgdes graves pelo P. vivax. O ciclo
bioldgico do parasita da malaria engloba dois estagios: a fase sexuada que ocorre no interior
da fémea do mosquito Anopheles, e a fase assexuada que ocorre no hospedeiro (Figura 5). A
infec¢do pelo Plasmodium inicia com a picada do vetor que introduz o patdégeno no ser
humano. Uma vez no interior do hospedeiro, o parasita passa por varias etapas e pode levar ao
acometimento do sistema nervoso central (maldria cerebral), anemia grave, insuficiéncia
renal, disfuncdo pulmonar, hipotensdo e choque, coagulagdo intravascular disseminada,
hipoglicemia, acidose metabdlica, disfuncao hepatica, e consequentemente a morte (GOMES

etal., 2011).

Figura 5. Ciclo de vida do Plasmodium.
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A complexidade do ciclo de vida do Plasmodium dificulta a inibicdo dos estagios de

vida do parasita, sendo necessaria a utilizacdo de farmacos especificos para cada estagio
(Figura 6).

Figura 6. Estagios de desenvolvimento do Plasmodium ssp e locais de agdao dos farmacos.
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Fonte: Rang and Dale (2012).

Os farmacos usados no tratamento da malaria podem possuir varios locais de a¢do no
ser humano:

e Farmacos como a artemisinina (6) e seus derivados (8-10), quinina (4), mefloquina
(11), cloroquina (18), dapsona (21), pirimetamina (22), proguanil (23) e atovaquona
(19) atuam no sangue para tratar a forma aguda da malaria (Figura 6—A).

e Farmacos como a primaquina (24) e tafenoquina (25) (Figura 7) atuam no figado para
a “cura radical” (Figura 6-B), destruindo os gametdcitos e, assim, reduzindo a
disseminacao da infeccao.

e Farmacos como os derivados da artemisinina (8-10), cloroquina (18), lumefantrina
(15), pirimetamina (22), proguanil (23), mefloquina (11), dapsona (21) e doxiciclina
(26) atuam nos merozoitos emergindo das células hepdaticas para quimioprofilaxia

(Figura 6-C).
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e Farmacos como pirimetamina (22), proguanil (23) e primaquina (24) (Figura 7) atuam
nos gametocitos evitando a transmissao pelo mosquito (Figura 6-D) (RANG; DALE,
2012).

Figura 7. Farmacos antimalaricos.
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A quinina (4), principio ativo isolado da casca da Chinchona officinalis, foi o primeiro
farmaco utilizado para tratamento da malaria. No entanto, seus efeitos adversos, quando em
doses elevadas, e a crescente resisténcia dos parasitas aos alcaloides dessa classe, tornaram
necessaria a sua combina¢ao com um segundo farmaco. A quinina faz parte da familia das
quinolinas, que incluem as 4-aminoquinolinas, as 8-aminoquinolinas e os dalcoois
quinolinicos, que sdo representados por cloroquina (18), primaquina (24) e mefloquina (11),
respectivamente. O farmaco mais eficaz contra formas eritrociticas do P. falciparum e
P. vivax foi a cloroquina (18), até o surgimento dos primeiros relatos da resisténcia do parasita
em 1959 na Asia e América do Sul, que impulsionou a busca por novos quimioterapicos
(FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; CUNICO et al., 2008).

Existem estudos que mostram que os fiarmacos quinolinicos, aril-dlcoois e a
artemisinina e seus derivados sdo capazes de impedir o mecanismo de polimerizacao do grupo
heme a partir da degradagdo da hemoglobina (CUNICO et al., 2008). Para obter energia
necessaria a sua sobrevivéncia, o parasita ingere a hemoglobina do hospedeiro e a transporta

para seu vacuolo digestivo. A hemoglobina ¢ entdo degradada em pequenos peptideos e o
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grupo heme ¢ liberado. Entretanto, o grupo heme e a hematina, em equilibrio com sua forma
dimérica, sdo téxicos para o parasita € podem destruir membranas ou mesmo inibir enzimas,
como a protease. Para contornar esse problema, o Plasmodium converte a hematina a
hemozoina, um polimero ndo toxico. Para formar a hemozoina, o fon férrico (Fe’") central de
um grupo heme se liga a um 4tomo de oxigénio do grupo carboxilato lateral do grupo heme
seguinte. Essa ligacdo se repete entre os grupos heme, formando assim o polimero. Como
resultado, a hemozoina se acumula nos eritrocitos e ao ser liberada causa a febre. O papel dos
farmacos ¢ justamente impedir que ocorra essa detoxificacdo do grupo heme e,
consequentemente, impedir a produ¢dao de hemozoina (Figura 8) (KANNAN; SAHAL;
CHAUHAN, 2002).

Figura 8. Modelo de polimerizagdao do heme e inibicao pela artemisinina.
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A artemisinina (6) ¢ um agente antimaldrico extraido das folhas de Artemisia annua,
capaz de reduzir rapidamente a parasitemia e a febre. Dada a ac¢do rdpida de 6 ¢ a aparente
incapacidade do parasita em desenvolver resisténcia contra este farmaco, foram desenvolvidos
diversos derivados na busca de andlogos com melhores perfis terapéuticos. Os derivados
artemisinicos mais importantes sdo artemeter (8), artéter (9) e o artesunato também conhecido
como 4cido artesunico (10) (Figura 4). Estudos mostram que esse tipo de firmaco atua no
metabolismo de proteinas, sendo que uma forma alternativa de potencializar a agdo destes
medicamentos reside na sua combinagdo com outros antimalaricos que atuam em diferentes
alvos, de modo a atingir o maximo de efeito e o0 minimo de resisténcia. Assim, as principais
formas de tratamento da maldria sdo as terapias combinadas baseadas em artemisinina
(ACTs), que combinam doses fixas de dois farmacos, um derivado de 6 e um derivado da
quinina (4) como, por exemplo, artemeter (8) e lumefantrina (15), artesunato (10) e
mefloquina (11) (Figura 4), sendo que farmacos como 4, 11 e 15 atuam no bloqueio da
degradagdo da hemoglobina do parasita. Ainda assim, muitas destas combinagdes ainda nao
possuem um mecanismo de acdo estabelecido, uma vez que podem atuar de forma sinérgica
(PHILLIPS et al., 2017).

Estudos recentes mostram que enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos,
lipideos de membrana ou no ciclo da glicose sdo outros alvos importantes para o
desenvolvimento de novos antimalaricos, podendo ser uma alternativa para o problema de

parasitas resistentes (JOMAA et al., 1999).

1.1.1 A lactato desidrogenase (LDH)

A malaria continua sendo um problema de satude publica mundial apesar do arsenal de
farmacos disponiveis para tratamento da doenca, principalmente devido ao rapido
desenvolvimento de resisténcia do Plasmodium falciparum. Estudos mostram que os parasitas
da malaria resistentes aos farmacos surgem através de mutacdes nos sitios ativos das enzimas
alvo ou de alteragdes bioquimicas nos receptores do farmaco. A busca continua por novos
objetos moleculares para o desenho de novos compostos deve ampliar o arsenal terapéutico e
as estratégias para combater a resisténcia aos farmacos antimalaricos.

Embora o principal mecanismo de agdo dos fArmacos quinolinicos seja por inibi¢ao da
polimerizacao do grupo heme, outros alvos moleculares foram relatados como importantes

para a melhoria da eficacia bioldgica contra P. falciparum. A enzima lactato desidrogenase do
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parasita (P/LDH) tem se mostrado também um interessante alvo para o tratamento da malaria.
Essa enzima catalisa a interconversdo de piruvato em lactato no passo final da glicdlise,
fundamental para a producdo de energia em células vivas (Figura 9). A hematina, um dos
principais produtos de degradacdo da hemoglobina por parasitas da maléria, intoxica o
parasita ao competir com NADH para o sitio ativo de P/LDH. A sobrevivéncia do parasita
depende da polimerizagdo da hematina para a hemozoina, que permanece ativa no vactolo
digestivo do parasita. Logo, a interrup¢do da atividade da LDH impede uma das principais
vias de producdo de energia do parasita, levando-o a morte (PENNA-COUTINHO et al.,
2011).

Figura 9. Reagdo catalisada pela enzima LDH.
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Fonte: adaptado de Beerman et al. (2000).

1.2 Metabolismo secundario de plantas

O metabolismo de uma planta representa o conjunto de reagdes quimicas que esta
sempre ocorrendo em cada célula. Os compostos quimicos que sao formados, degradados ou
transformados recebem o nome de metabélitos (SIMOES et al., 2010), que por sua vez podem
ser divididos em metabolitos primdrios e secundarios (WAKSMUNDZKA-HAJNOS;
SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Metabolismo primario compreende as macromoléculas (carboidratos, lipideos,
nucleotideos e aminodcidos) presentes nos organismos vegetais ou animais que estdo
envolvidas na manutencdo das fungdes metabdlicas essenciais (DIXON, 2001). Vegetais,
microrganismos €, em menor escala animais, entretanto, apresentam um metabolismo
diferenciado (enzimas, coenzimas e organelas) capazes de produzir, transformar e acumular
outras substancias ndo necessariamente relacionadas de forma direta a manuten¢ao da vida do
organismo produtor. Esses compostos sdo chamados de metabolitos secundarios, que sdo

substancias cuja produgdo e o acimulo sdo restritos a um nimero limitado de organismos,
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sendo a bioquimica e o metabolismo especifico, caracteristicas Unicas, funcionando como
elementos de diferenciacdo e especializacdo (SIMOES et al., 2010).

A maioria dos compostos farmacologicamente ativos ¢ oriunda do metabolismo
secundario. Esses compostos ndo sdo necessariamente produzidos em todas as condigoes e
suas fungdes muitas vezes sdo pouco conhecidas. No entanto, a toxicidade de alguns
compostos esta relacionada com a defesa contra predadores, assim como compostos volateis
sdo atrativos para a mesma ou outra espécie e agentes colorantes podem atrair polinizadores,
mas ¢ certo que todos desempenham algum papel vital para o bem-estar da espécie
(DEWICK, 2009; LOBO; LOURENCO, 2007).

Existem trés grandes grupos de metabolitos secunddrios que sdo classificados de
acordo com a via biossintética de origem: compostos fendlicos, terpenoides e compostos
nitrogenados (alcaloides, glucosinolatos e cianidrinas) (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os compostos
fendlicos sdo sintetizados a partir das vias do acido chiquimico e do acetato. Os terpenos
podem ser sintetizados através das vias do mevalonato ou pela via do metileritritol. Os
compostos nitrogenados sdo sintetizados a partir de aminoacidos aromaticos e indolicos
(triptofano, tirosina), os quais sdo provenientes da via do acido chiquimico e de aminoécidos
alifaticos (ornitina, lisina) provenientes do ciclo de Krebs (Figura 10) (ALVES, 2001;
PERES, 2004).
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Figura 10. Fluxograma simplificado das rotas metabolicas para compostos nitrogenados, fenolicos e terpenos.
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1.2.1 Alcaloides

Os alcaloides sdo bases organicas nitrogenadas encontradas principalmente no reino
das plantas superiores, apesar de alguns serem relatados em plantas inferiores,
microrganismos e algumas espécies de animais (LOBO; LOURENCO, 2007). Um ou mais
atomos de nitrogénio estdo presentes, tipicamente como aminas primarias, secundarias ou
tercidrias, o que geralmente confere a basicidade ao composto. O termo alcaloide é, de fato,
derivado de éalcali (do arabe al-gali), mas o grau de basicidade depende da estrutura da
molécula e da presenca e localizagdo de outros grupos funcionais (DEWICK, 2009).

Alcaloides podem ser classificados de acordo com o aminoacido precursor (Tabela 1)
ou por sua estrutura, como por exemplo, pirrolidina, piperidina, quinolina, isoquinolina, indol,

etc (DEWICK, 2009).

Tabela 1. Principais classes de alcaloides sintetizados pelas plantas.

Classe Aminoacido precursor Exemplos
Piperidinicos Lisina coniina, cassina, espectalina
Indolicos Triptofano quinina, vimblasina
Isoquinolinicos Tirosina morfina, codeina, mescalina
Tropanicos Ornitina atropina, hioscina, escopolamina
Pirrolidinicos Ornitina nicotina, higrina

Fonte: adaptado de Facchini e Luca (1998).

Dentro deste contexto, poucos estudos sobre a biossintese dos alcaldides 3-
piperidinéis-2,6-dissubstituidos estdo descritos na literatura até o momento, no entanto a
biossintese do nucleo piperidinico ja foi bastante estudada para algumas espécies como
Conium maculatum L., que produz uma série de alcaloides toxicos, como a coniina (27),
presentes na cicuta que levou a morte o filosofo Socrates no século V a. C. (LEETE, 1964).

Assim, a biogénese para o nucleo piperidinico foi proposta pela primeira vez por
Robinson (1917), onde a lisina (I) seria o precursor do anel piperidinico. Uma etapa de
desaminacao oxidativa, seguida de descarboxilagdo do aminoacido levaria a um intermediario
Al—piperideina (IT). A condensagao desta imina (II) com acido acetoacético (III) (acetoacetil
CoA) leva ao intermediario IV, que ap6s descarboxilagdo seguida de reducdo da carbonila

levaria ao alcaloide coniina (IV) (27) (Figura 11).
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Figura 11. Biogénese da coniina a partir da lisina.
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Fonte: adaptado de Pivatto (2010).

\Y 27: Coniina

Uma segunda proposta de biossintese para o nucleo piperidinico seria a partir da via
do acetato, que foi feita para o alcaloide espicigerina (28), isolado de Prosopis spicigera.
Inicialmente a condensagdo de nove unidades de acetato levaria ao intermediario I, que na
sequéncia por sucessivas reagdes de transaminacao, ciclizagdo, redugdes e desidratagdes
(formacdo de imina), levaria a formag¢do do anel piperidinico (II). Para a formacdo da
hidroxila (C-3) foi proposto uma isomerizagdo da dupla ligacdo (III), seguida de uma
oxidacdo alilica, que levaria a obten¢ao do nucleo piperidinico 2,3,6-trissubstituido (IV), que
na etapa final teria a dupla ligagdo reduzida para obtencao do alcaloide 28 (Figura 12)

(LEETE, 1975).

Figura 12. Biogénese da espicigerina (Prosopis spicigera).
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Fonte: adaptado de Pivatto (2010).

Dessa forma, a biogénese dos alcaloides piperidinicos de Senna spectabilis poderia ser
a partir de uma via mista, onde a lisina seria o precursor do nucleo piperidinico, ¢ a cadeia
lateral sintetizada a partir da via do acetato e posteriormente condensada ao C-6 do nucleo
piperidinico, como proposto para os alcaloides da Conium maculatum L.(Figura 11). Ou

totalmente a partir da via do acetato, como proposto para a espicigerina (Figura 12).
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1.3 Senna spectabilis

Senna spectabilis (sin. Cassia spectabilis) (Figura 13) pertence a familia Fabaceae ¢
no Brasil sdo encontradas cerca de 200 géneros e aproximadamente 1500 espécies, sendo
comum no nordeste semi-arido (caatinga) e no cerrado do estado de Sdo Paulo. Apresenta
altura de 6 a 9 metros, sendo muito usada para confeccdo de objetos leves, como caixotaria e
também para lenha e carvdo. Popularmente ¢ conhecida como: sdo sdo-jodo, cassia do
nordeste, canafistula-de-besouro e pau-de-ovelha (LORENZI, 2002). Na medicina tradicional
¢ reconhecida pelo seu potencial laxativo, por tratar amenorréias, anemias, gripes € tosses

(CORREA, 1984).

Figura 13. Senna spectabilis: detalhes da planta, flores, frutos, sementes, casca e madeira.

Fonte: Lorenzi (2002).

Highet (1964) isolou pela primeira vez o alcaloide (—)-cassina (29) das folhas e galhos
de Cassia excelsa (sin. C. spectabilis). Anos depois, os trabalhos pioneiros de Bolzani (1995)

levaram ao isolamento de outros alcaloides piperidinicos (2—8) (Figura 14) de Cassia
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leptophylla. Posteriormente, Viegas Junior et al. (2004), ao estudar as flores de C. spectabilis
isolaram trés novos alcaloides (37, 38 ¢ 44) (Figura 14), além do derivado 30, ja obtido
anteriormente.

Estudo sobre a composi¢ao alcaloidica dos frutos de S. spectabilis permitiu identificar
séries homologas de alcaloides piperidinicos (29-32, 37-45) (Figura 14) utilizando
espectrometria de massas fandem com ionizagdo por electrospray (PIVATTO, 2005). Em
estudo posterior Viegas Junior e colaboradores (2007) isolaram os alcaloides 30, 40 ¢ 44

(Figura 14) dos frutos verdes de C. spectabilis.
Figura 14. Alcaloides piperidinicos isolados de Senna spectabilis (sin. C. spectabilis).
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41: R = OCHj3, n = 9: 3-O-feruloil-espectalina
42: R = H, n =7: 3-O-p-coumaroil-cassina
43: R = H, n = 9: 3-O-p-coumaroil-espectalina

Fonte: autora.

Existem diversas espécies de Senna no Brasil e, devido a presenca de alcaloides
piperidinicos como constituintes majoritarios, Senna spectabilis foi submetida a diversos
estudos e considerada atrativa em funcdo das atividades biologicas apresentadas, atuando
principalmente sobre o sistema nervoso central. As substidncias de maior interesse nesta
espécie sdo os homologos (—)-cassina (29) e (—)-espectalina (30), isolados dos extratos

etandlicos de diversos orgaos de S. spectabilis (SILVA et al., 2010).
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Esses compostos, por estarem presentes em maior quantidade na espécie, foram eleitos
como modelos para o desenvolvimento de novos inibidores de acetilcolinesterase. No entanto,
foram os derivados acetilados (44 e 45) (Figura 14) que despertaram maior interesse, por
apresentarem uma subunidade de acetilcolina internalizada nas suas estruturas (Figura 15) e,
assim, foram inseridos em um estudo de fase pré-clinica (VIEGAS JUNIOR et al., 2005a;
VIEGAS JUNIOR et al., 2005b; SILVA et al., 2010).

Figura 15. Similaridade estrutural entre acetilcolina (ACh) e uma subunidade internalizada
nos alcaloides 44 ¢ 45.
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Fonte: autora.

Mais recentemente, Viegas Junior e colaboradores (2014), avaliaram a atividade
leishmanicida do extrato etandlico (ICsy > 100 pg mL™"), das fragdes hexano
(ICso > 100 pg mL™), n-butanol (ICsy 1,6 pg mL™), diclorometano (ICsy 0,6 pg mL™) e da
mistura dos alcaloides 29 e 30 (ICso 24,9 ug mL™). Os resultados foram bastante promissores
quando comparados com o controle positivo pentamidina (ICso 0,9 pg mL™), utilizada no
tratamento da doenca. Vale destacar que neste estudo foi utilizado o parasita Leishmania
major.

Dentro deste contexto de prospec¢do quimica dos compostos ativos que possam ser
utilizados como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de
doencas negligenciadas, os alcaloides 29 e 30 foram avaliados quanto ao potencial
antimalarico, apresentando resultados bastante promissores ICsy 1,82 uM e 1Csy 2,76 uM,
respectivamente, quando comparados com o controle positivo cloroquina (ICsy 0,30 uM), em
ensaios in vitro utilizando células infectadas com P. falciparum (PIVATTO, 2014), o que nos
estimulou para uma investigagdo mais dirigida para este alvo molecular. Assim foi planejada
uma série de ésteres, utilizando como precursor o alcaloide 29, que serdo avaliados neste alvo
molecular, visando a descoberta de novos agentes antimalaricos, que possam ser mais eficazes

que os produtos naturais e possiveis candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

e Fracionamento do extrato etanolico das flores de Senna spectabilis.

e Purificacdo dos alcaloides majoritarios (—)-cassina e (—)-espectalina.

e Preparo, purificacdo e determinacdo estrutural dos derivados semissintéticos a partir
dos alcaloides isolados.

e Estudo in silico através do método de simulagdo computacional (docking molecular)
para avaliar a interacdo dos derivados semissintéticos com o sitio ativo da enzima
lactato desidrogenase, importante alvo na busca por compostos com potencial

antimalarico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes

e Metanol (MeOH): Synth P.A. ACS

e Cloroformio (CHCIs): Synth P.A. ACS

e Hidréxido de aménio (NH4OH): Synth P.A. ACS

e Solventes de grau analitico (P.A.), purificados por destilacdo fracionada: hexano,
etanol, metanol.

e Cloroformio-d 99,8% ACROS Organics

3.2 Reagentes

Para as preparagdes dos derivados semissintéticos foram utilizados cloretos de acila de

cadeias lineares e homdlogas, cloreto de benzoila e cloretos de benzoila com substituintes

(ativadores e desativadores) no anel aromatico (Tabela 2).
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Tabela 2. Reagentes comerciais utilizados nas reagcdes de semissintese

Reagente® Pureza FM" MM Densidade®
Cloreto de acetila >99% CH;COCl1 78,59 1,105
Cloreto de butanoila >99% C4H;CIO 106,55 1,027
Cloreto de pentanoila 98% CsHoCIO 120,58 0,995
Cloreto de hexanoila 97% C¢H1:Cl1O 124,60 0,959
Cloreto de heptanoila 99% C;H5Cl1O 148,63 0,960
Cloreto de 2-bromobenzoila 98% C;H4BrCl1O 219,46 1,679
Cloreto de 3-bromobenzoila 98% C;H4BrCl1O 219,46 1,662
Cloreto de 4-bromobenzoila 98% C,H4BrCl10 219,46 -
Cloreto de 2-clorobenzoila 95% C;H4C1,0 175,01 1,382
Cloreto de 3-clorobenzoila 97% C,;H4C1,0 175,01 1,367
Cloreto de 4-clorobenzoila 99% C7H4C1,0 175,01 1,365
Cloreto de 2-metilbenzoila 99% CgH,CIO 154,59 1,185
Cloreto de 3-metilbenzoila 99% CsH,ClO 154,59 1,173
Cloreto de 4-metilbenzoila 98% CgH,CIO 154,59 1,169
Cloreto de 2-nitrobenzoila 97% C;H4CINO; 185,56 1,404
Cloreto de 3-nitrobenzoila 98% C7H4CINO; 185,56 -
Cloreto de 4-nitrobenzoila 98% C;H4CINO; 185,56 -

*Produto comercial Sigma-Aldrich; "FM = Férmula molecular; ‘MM = Massa molecular (g/mol); ‘Densidade
(g/mL).

3.3 Cromatografia

3.3.1 Cromatografia em coluna aberta
Para as separagdes cromatograficas em coluna aberta foram utilizadas as seguintes
fases estaciondrias:
e Silica gel (SiO,) para cromatografia (63—200um, didmetro de poro 60 A) Aldrich.
e Silica gel (Si0O,) para cromatografia flash (40-63um, didmetro de poro 60 A) Aldrich.
e (I8 silica gel, premium grade (40-63 um; 230400 mesh, didmetro de poro 60 A)

Sorbent Technologies.
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3.3.2 Cromatografia em camada delgada
Para as cromatografias em camada delgada foram utilizadas as seguintes fases
estacionarias:
e Placas comerciais de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UV254) 0,20 mm
de espessura. As revelagdes foram feitas por: irradiagdo ultravioleta (254 ou 366 nm)

ou por nebulizagao de revelador especifico para alcaloides (iodocloroplatinato).

3.3.3. Cromatografia gasosa

Cromatografo a gas acoplado a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) Schimadzu
modelo 2010. Foi utilizada uma coluna capilar do tipo OV-5 (5% de fenil e 95% de
polidimetilsiloxano, 30 m % 0,25 mm x 0,25 pm). A andlise foi realizada utilizando nitrogénio
como gas de arraste com fluxo de 3 mL min™'. As temperaturas do injetor e detector foram de
290 e 300 °C, respectivamente. O volume de injecio foi de 1,0 pL de solu¢do (1 mg mL ™) em
diclorometano (CH,Cl,). Foi utilizado o modo split de injecao (1:20). A temperatura do forno
foi programada para aquecer de 100 a 280 °C com velocidade de 13 °C min'. Tempo total de

analise 21,0 min.

3.4 Analises espectrométricas e espectroscopicas

3.4.1 Espectrometria de Massas

As anélises de espectrometria de massas foram realizadas utilizando o equipamento:
v Espectrometro de massas de alta resolugdo QTOF (Agilent, modelo 6520 B), com fonte
de ionizagdo por electrospray no Laboratorio de Nanobiotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia. As amostras foram solubilizadas em metanol/agua (4:1) e introduzidas
utilizando seringa (100 uL), adaptada a uma bomba de infusdo direta com fluxo de 200 pL
hora™'. A ionizagio foi realizada com gas nebulizante a 58 psi, sendo o gés secante aquecido a
200 °C com fluxo de 8 L min"' e no capilar foi aplicado 4,5 KV. Os dados foram adquiridos
no modo positivo.

As massas acuradas obtidas dos EM em alta resolu¢ao foram comparadas com aquelas
obtidas do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas), utilizadas para calcular o erros

em ppm. Para isso foi utilizada a equacao abaixo:

. (massa exata — massa experimental) 106
ppm massa exata
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3.4.2 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear
As andlises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas no 1Q-UFU, campus de
Santa Monica utilizando o equipamento:

v Espectrometro de ressondncia magnética nuclear (RMN) Bruker modelo Ascend™
400 Avance III HD (9,2 Tesla) do laboratorio multiusuério do Instituto de Quimica da UFU,
operando em frequéncias de 400 ¢ 100 MHz para os nucleos de hidrogénio e carbono,
respectivamente. Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando TMS como padrdo

interno (dtvs = 0,00).

4 PROCECIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Preparo do material vegetal e obtencdo do extrato

O extrato etandlico das flores de Senna spectabilis foi preparado previamente pelo
Professor Dr. Marcos Pivatto a partir do material vegetal coletado no Terminal Rodoviario de
Araraquara, cuja exsicata (SP 384 109) foi enviada para a Professora Inés Cordeiro, que
realizou a autenticagdo do espécime que estd depositada no Instituto de Botanica de Sao
Paulo. As flores foram secas em estufa com circulacao de ar, trituradas em moinho de facas e
submetidas a extracdo com etanol. Os processos de extragdo foram repetidos cinco vezes, com

intervalo de sete dias entre as extracoes.

4.2 Fracionamento do extrato de Senna spectabilis

O extrato etanolico (80,0 g) foi solubilizado em 400 mL de solucdo metanol/agua
(4:1), filtrado e submetido a extragdo liquido-liquido com hexano (5 x 250 mL) e cloroférmio
(5 x 250 mL), respectivamente, ndo sendo necessario a extracdo com outros solventes, uma
vez que estudos anteriores mostraram que a maior concentracao dos alcaloides esta na fracao
cloroformio (PIVATTO, 2010). Os solventes das extragdes foram evaporados em
rotaevaporador.

As fracdes obtidas, a massa retida no papel de filtro e a fracdo hidrometanélica foram
submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD) para verificar a presenca dos
alcaloides e avaliar a eficiéncia do procedimento. As placas foram reveladas com o revelador

iodocloroplatinato (ICIPt).
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4.2.1 Preparo do revelador de iodocloroplatinato

Solucdo A: Solugdo aquosa a 5% (m/m) de 4cido hexacloroplatinico (IV)(H,(PtCls).6H,0).
Solucao B: Solugdo aquosa a 10% (m/m) de iodeto de potéssio (KI).
Solugdo spray: Mistura da solucao A, solucdao B e H,O (1:9:10).

4.3 Isolamento dos alcaloides (—)-cassina e (—)-espectalina

ApoOs andlise por CCD, parte da fragdo alcaloidica (CHCI;, 10,8 g) foi submetida a
cromatografia em coluna (CC), utilizando como fase estacionaria (FE) silica gel (63—200 um)
(439,5¢g, h=20cm e @ = 8,0 cm). A eluicdo foi feita em modo gradiente utilizando como
sistema de solvente 100% de CHClIs, seguido de CHCl;:MeOH:NH4OH (9,5:0,5:0,25) até
100% de MeOH (100 mL). As subfracdes foram reagrupadas ap6s avaliacao da similaridade
dos valores de Ry e aspecto fisico (cor e oleosidade). Depois de reunidas, as subfragdes foram
denominadas TMCOI1-F;, TMCOI-F, ¢ TMCO1-F;, e a fragado TMCO1-F, (3,5 g) foi
submetida novamente a CC (TMCO02), utilizando como fase estacionaria (FE) silica gel
(40-63 pm) (cromatografia flash) e mesmo sistema de solvente da coluna TMCOI. As
subfrac¢des foram reagrupadas com base na analise por CCD, de onde foi obtida a mistura dos
alcaloides homologos (—)-cassina e (—)-espectalina (TMCO02-F,, 2,3 g). Posteriormente a
fracdo TMCO02-F; (2,3 g) foi submetida a CC, utilizando como fase estacionaria silica C18
(40—63 pum) (108,3 g, h =30 cm e @ = 3,5 cm). A eluigdo foi feita em modo gradiente
utilizando como sistema de solvente HAc (0,1%):MeOH (9,5:0,5) até¢ 100% de MeOH. As
subfra¢des foram monitoradas por CCD e CG-DIC (Figura 16).
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Figura 16. Fluxograma dos procedimentos cromatograficos

| Fragso CHCI (405 g) |

TMCO1
(108 9)

FE: silica gel (63-200 um, diametro de poro 60 A)
FM: CHCI3:MeOH:NH,4OH (10:0:0,25), gradiente até 100% MeOH

TMCO1-F4 TMCO1-F, TMCO1-F4
(129) B59) (459)

FE: silica gel (40-63 um, diametro de poro 60 A)
FM: CHCI3:MeOH:NH4OH (10:0:0,25), gradiente até 100% MeOH

TMCO2-F, TMCO02-F, TMCO2-F,
(0,59) (239) (0,4 g)

FE: C18 (40-63 um)
FM: HAc (0,1%):MeOH (95:5), gradiente até 100% MeOH

TMCO3-F TMCO03-F, TMCO3-F3
(1,59) (069) (10,0 mg)
alcaloide 29 mistura 29 e 30 alcaloide 30

Fonte: autora.

4.4 Metodologia sintética

A metodologia sintética proposta consiste na preparagdo dos cloridratos de (—)-cassina
(29), por adi¢do de HCl(g), gerado a partir do gotejamento de H>SO4(;) sobre HCl;), através de
um sistema de Kipp modificado (Figura 17) (PIVATTO, 2010). Quando necessario, os
solventes e reagentes usados nas reagdes foram tratados segundo literatura especifica
(PERRIN, 1988). As metodologias sintéticas foram realizadas utilizando o alcaloide 29

(50 mg), tendo em vista que o homdlogo 30 foi obtido em menor concentragao.

Figura 17. Sistema de Kipp modificado para preparo dos cloridratos de 29.

Fonte: Pivatto (2010).
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A partir do cloridrato foram feitas reagdes de esterificacdo (VIEGAS JUNIOR et al.,
2005b; PIVATTO, 2010), utilizando uma série de cloretos de acila (Figura 18) e cloretos de
benzoila substituidos com grupos ativadores e desativadores (Figura 19). As reacdes foram
mantidas em agitagdo e refluxo (Figura 20) e monitoradas por CCD, até que todo o material

de partida tivesse sido convertido nos respectivos produtos (Tabela 3).

Figura 18. Metodologia sintética para obtengﬁo dos derivados acilados

HOI”// O”’//
O 1) HClg), CHCI O
w “y, > K ”//, H3
H

CH \\

HaG Ny O Ruc’
o 2) RCOCI, refluxo Cle H H O
29: (-)-cassina 45: R = CH3, 3-O-acetilcassina

46: R = CH,CH,CHj3, 3-O-butanoilcassina

47: R = CH,(CH,),CHa;, 3-O-pentanoilcassina
48: R = CH,(CH,)3CHa3, 3-O-hexanoilcassina
49: R = CH,(CH,)4CHa;, 3-O-heptanoilcassina

Fonte: autora.

Figura 19. Metodologia sintética para obtencao dos derivados benzoilados

HO,, @\(%
O 1) HCl), CHCl4 O

CH ///, CH
HaC Y™ 2)RegHCOC, refluxo ' s
H o 4-DMAP @ o O
29: (-)-cassina 50: R = Br, 3-O-(2-bromobenzoil)cassina

51: R = Br, 3-O-(3-bromobenzoil)cassina
52: R = Br, 3-O-(4-bromobenzoil)cassina
53: R = Cl, 3-O-(2-clorobenzoil)cassina

54: R = Cl, 3-O-(3-clorobenzoil)cassina

55: R = Cl, 3-O-(4-clorobenzoil)cassina

56: R = CHj3, 3-0O-(2-metilbenzoil)cassina
57: R = CHj3, 3-0O-(3-metilbenzoil)cassina
58: R = CHj3, 3-0O-(4-metilbenzoil)cassina
59: R = NO,, 3-O-(2-nitrobenzoil)cassina
60: R = NO,, 3-O-(3-nitrobenzoil)cassina
61: R = NO,, 3-O-(4-nitrobenzoil)cassina

Fonte: autora.
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Tabela 3. Dados das reagoes de esterificacao realizadas.

Produto (-)-cassina (29)“ Reagente” Rendimento Conversio’ Tempo

mg mmol mL  mmol mg  Mmol % % h
45 3-O-acetilcassina 50,0 0,15 0,05 0,75 24.5 0,07 48 99 4
46 3-O-butanoilcassina 50,0 0,15 0,08 0,75 37,1 0,10 67 99 6
47 3-O-pentanoilcassina 50,0 0,15 0,09 0,75 29,8 0,08 52 98 6
48 3-O-hexanoilcassina 50,0 0,15 0,10 0,75 34,4 0,09 58 97 6
49 3-O-heptanoilcassina 50,0 0,15 0,11 0,75 40,2 0,10 65 99 6
50 3-O-(2-bromobenzoil)cassina® 50,0 0,15 0,10 0,75 54,5 0,11 76 98 12
51 3-0O-(3-bromobenzoil)cassina“ 50,0 0,15 0,10 0,75 53,1 0,11 74 97 12
52 3-O-(4-bromobenzoil)cassina* 50,0 0,15 - 0,75 56,9 0,12 79 98 12
53 3-O-(2-clorobenzoil)cassina‘ 50,0 0,15 0,09 0,75 42.1 0,10 64 95 12
54 3-O-(3-clorobenzoil)cassina® 50,0 0,15 0,10 0,75 46,7 0,11 71 97 12
55 3-0-(4-clorobenzoil)cassina® 50,0 0,15 0,10 0,75 49.8 0,11 76 96 12
56 3-O-(2-metilobenzoil)cassina® 50,0 0,15 0,10 0,75 34,8 0,08 56 98 12
57 3-O-(3-metilbenzoil)cassina® 50,0 0,15 0,10 0,75 39,6 0,09 63 97 12
58 3-O-(4-metilbenzoil)cassina‘ 50,0 0,15 0,10 0,75 37,0 0,09 59 95 12
59 3-O-(2-nitrobenzoil)cassina® 50,0 0,15 0,10 0,75 453 0,10 67 97 12
60 3-O-(3-nitrobenzoil)cassina® 50,0 0,15 - 0,75 41,9 0,09 62 98 12
61 3-O-(4-nitrobenzoil)cassina® 50,0 0,15 - 0,75 49,5 0,11 74 96 12

“ Substrato na forma de cloridrato. * Descritos na Tabela 2. ° Foi utilizado catalisador 4-DMAP na propor¢io de 1:2 em relagio ao substrato 29. ¢ Porcentagem de conversdo

calculada a partir da analise por cromatografia gasosa (CG-DIC).
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Figura 20. Sistema de refluxo para preparo dos derivados semissintéticos.

Fonte: autora.

Ao término de cada reagdo, a mistura reacional foi submetida a extracdo liquido-
liquido com solugdo aquosa saturada de carbonato de sédio (pH 10) e CHCI; (5 x 25,0 mL),
para retirar o excesso de cloreto de 4cido do meio reacional. Os cloretos de acido reagem com
agua regenerando o 4acido carboxilico correspondente. Os acidos carboxilicos gerados sdo
praticamente insoliveis em agua, mas como a solugdo aquosa estd saturada com Na,COs sera
formado o respectivo sal o qual ¢ solivel em meio aquoso. Desta forma, ha formagao de uma
mistura heterogénea - fase organica (produtos da reacdo e catalisador) e aquosa (sal do cloreto
de 4cido) sendo possivel a separagdo dos produtos de interesse. A extragdo liquido-liquido foi
realizada em temperatura ambiente para evitar a hidrolise basica do éster formado
(SOLOMONS, 2009).

Os produtos das reagdes (45—61) foram purificados através de colunas cromatograficas
(FE: silica e FM: CHCl;:MeOH:NH,OH (9,5:0,5:0,25) no modo isocratico e tiveram suas

estruturas confirmadas por métodos espectroscopicos e espectrométricos.

4.5 Estudo in silico (docking molecular)

Neste trabalho foi realizado o estudo in silico através do método de simulagdo
computacional chamado de Docking Molecular ou Docking em parceria com o Professor
Doutor Ronaldo Junio de Oliveira, da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM).
Os estudos de docking foram realizados com o programa GOLD 5.4.1 que utiliza o algoritmo
genético (GA) buscando obter solugdes possiveis através de operadores genéticos com a

finalidade de se obter a solugao final. O GOLD trabalha com uma fun¢ao escore ou func¢ao de
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pontuacdo pré-definida chamada de Fifness, e dessa forma o docking ¢ realizado com os
ligantes e as hidroxilas da molécula de forma flexivel. (JONES et al.,1995, JONES et al.,
1997, VERDONK et al., 2003).
Sao quatro os tipos de funcao de pontuagao ou funcao escore utilizados pelo GOLD:
o GoldScore, ChemScore, ChemPLP ¢ o ASP. Nesse estudo foi utilizado duas fung¢oes de
pontuacao, para o escore do docking o ChemPLP que ¢ uma fun¢do empirica otimizada para a
predi¢do de pose, possui termos que sdao usados para gerar uma complementaridade entre a
proteina e o ligante, e € considerada como uma funcao padrao do GOLD (O. Korb, T. Stiitzle
and T. E. Exner). E para o rescoring o ChemScore que ¢ uma fun¢do que permite mostrar uma
estimativa da diferenca de energia livre apds a interagdo da molécula com o ligante. Esta
funcdo também parametriza na forma de dados empiricos os complexos formados que
possuem afinidade de ligagdo conhecida (ELDRIDGE et al., 1997; BAXTER et al., 1998).
Antes de iniciar o docking com os respectivos ligantes foi realizada uma validagao
para verificar os parametros ideais para fazer o docking dos ligantes propostos no estudo. Para
isso foi feito um redocking do ligante dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD)
cristalizado no sitio catalitico da enzima Lactato desidrogenase (PDB: 1LDG). A partir disso
foi possivel verificar quais as melhores fungdes de pontuagdo, os melhores parametros como o
raio e o niimero de corridas a ser realizado. O redocking apresentou um RMSD de 1,160 A e,
dessa forma apresentou um RMSD menor que 2 A ao qual considera-se bom. Para o
redocking foi utilizado as fun¢des de pontuagdo ChemPLP para o docking ¢ ChemScore para
o rescoring, a delimitagdio da cavidade foi de 6A ao redor do ligante natural, com um néimero
de 200 corridas. Estes mesmos parametros foram utilizados para ligantes utilizados neste

trabalho.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fracionamento do extrato de Senna spectabilis

O extrato etanolico (80,0 g) foi solubilizado em MeOH:H,O (4:1, 500 mL), filtrado e
em seguida submetido a extragdo liquido/liquido utilizando hexano e cloroféormio. Com base
nos valores das massas obtidas em cada uma das fragdes foi possivel concluir que as
substancias presentes no extrato etanodlico das flores de S. spectabilis apresentam maior

afinidade pelo cloroférmio.
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Analisando a massa retida no papel de filtro (12,6 g, residuo) e as obtidas nas fra¢des
hexano (2,6 g), cloroférmio (40,5 g) e hidrometandlica (23,1 g), foi possivel observar um total

de 78,8 g (98,5%), o que indica “perda” 1,2 g (Figura 21).

Figura 21. Fluxograma da extracdo liquido-liquido do extrato etanolico.

Extrato Etandlico

80,09
1. Solubilizar MeOH:H,0 (4:1) 500 mL
2. Filtrar
12 I;e;u:gos% Sol. hidrometandlica
hexano (5 x 200 mL)
';' géheé(gg/? Sol. hidrometandlica

CHCl3 (5 x 200 mL)

F. CHCI3 F. hidrometandlica
40,5 g; 50,6 % 23,19;289 %

Fonte: autora.

Com o intuito de verificar a eficiéncia do processo de extra¢do, a massa retida no
papel de filtro, a fragdo hidrometanodlica e o extrato etandlico foram submetidos a CCD para
avaliar a presenca de alcaloides. Depois de revelada com iodocloroplatinato, a cromatoplaca
apresentou algumas manchas de coloracdo amarela, que indicam a presenga de outras
substancias que ndo sdo da classe dos alcaloides (Figura 22—A).

Além disso, o extrato etanolico apresentou duas manchas marrons com valores de Ry
0,62 e 0,58, indicando a presenca de dois alcaloides, além de uma mancha intensa de cor
amarela. No residuo retido no papel de filtro foi observada uma mancha marrom com baixa
intensidade, o que indica a presenga de resquicios de alcaloides. A andlise da CCD da fragao
hidrometandlica permitiu observar que ndo houve manchas referentes aos alcaloides,
indicando que o procedimento de extragao liquido-liquido foi eficiente.

A CCD da fra¢ao hexanica ndo apresentou manchas caracteristicas de alcaloides, no

entanto foram observadas manchas amarelas quando a placa foi inspecionada sob luz UV254.
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Ap6s revelacdo com iodocloroplatinato foi constatado que estas manchas ndo eram referentes
aos alcaloides (Figura 22-B).
A CCD da fragdo cloroférmica demonstrou dois alcaloides majoritarios (R; 0,62 e

0,58) (Figura 22—C).

Figura 22. CCD (A) extrato etandlico (E), massa retida no papel de filtro (F) e fracdo
hidrometanolica (H); (B) fragdo hexano (1%, 2%, 3% 4% e 5* extracdes) e (C) fragdo cloroférmio
(1%, 2%, 3% 4* e 5 extragdes) (FE: silica, FM: CHCl;:MeOH:NH4OH (9:1:0,25) e revelador:
ICIPY).

— 0,62
— 0,58

Fonte: autora.

No sistema de solvente utilizado para a realizagdo das CCD foi necessario adicionar
hidréxido de amonio (NH4OH) a fase movel, que atua como amina competidora diminuindo
assim a retencao dos alcaloides pela silica. Os alcaloides sao substancias com carater basico e
por isso sua separagdo ¢ dificil quando se utiliza silica como FE, devido as ligagcdes com os

grupos silanois, sitios com carater acido (PIVATTO, 2010).

5.2 Isolamento dos alcaloides (—)-cassina (29) e (—)-espectalina (30)

Parte da fracdo CHCI; (10,8 g) foi submetida a CC com o intuito de purificar os
alcaloides homologos (—)-cassina (29) e (—)-espectalina (30). Foram realizados trés
procedimentos cromatograficos denominados TMCO01, TMC02 e TMCO03. As fragdes
coletadas destes fracionamentos foram submetidas a analise por CCD e reagrupadas de acordo
com a similaridade dos valores de Rss.

Analisando a CCD da TMCO1 (Figura 23) e os aspectos fisicos das fragdes, como cor
e oleosidade, as subfracdes foram reunidas em TMCO1-F; TMCO01-F, e TMCO1-F3, sendo que
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na subfragdo TMCO1-F, foi obtida uma maior concentragao dos alcaloides de interesse. Sendo

assim, a subfragdo TMCO1-F; (3,5 g) foi submetida novamente a cromatografia em coluna
(TMCO02).

Figura 23. CCD da TMCOl (FE: silica, FM: CHCIl;:MeOH:NH4OH (9,2:0,8:0,25) e
revelador: ICIPt).

Fonte: autora.

As subfragdes da coluna TMCO02 foram analisadas por CCD (Figura 24) e reagrupadas
de acordo com a similaridade dos Rs. A subfracdo TMCO2-F, apresentou somente uma
mancha na placa cromatografica, referente a mistura dos alcaloides homodlogos (—)-cassina

(29) e (—)-espectalina (30), totalizando uma massa de 2,3 g.

Figura 24. CCD da TMCO02 (FE: silica, FM: CHCl;:MeOH:NH,OH (9,2:0,8:0,25) ¢
revelador: ICIPt).

Fonte: autora.
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Devido a diferenca entre (—)-cassina (29) e (—)-espectalina (30) ser somente duas
unidades metilénicas, a separagdo destes homdlogos ndo foi possivel em coluna de silica (fase
normal), sendo necessario o uso da coluna de C18 silica gel (fase reversa). Ao comparar a
ordem de eluicao da coluna de C18 (fase reversa) com a ordem de eluicdo em coluna de silica
(fase normal), espera-se que seja invertida, justificando uma maior retengdo para o alcaloide
(-)-espectalina (30) em relacdo ao alcaldide (—)-cassina (29). Sendo assim, a subfragdo
TMCO02-F, foi submetida a CC utilizando C18 como fase estacionaria (TMCO03). As
subfragdes da coluna TMCO03 foram analisadas por CCD (Figura 25) e por CG-DIC (Figura

26 e 27), visto que os homdlogos apresentam o mesmo Ry.

Figura 25. CCD da TMCO03 (FE: silica, FM: CHCI;:MeOH:NH4OH (9,2:0,8:0,25) e
revelador: ICIPt).

Fonte: autora.

Figura 26. Cromatograma da fragdo TMCO03-F; (29) obtido por CG-DIC.
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Figura 27. Cromatograma da fracio TMCO03-F; (30) obtido por CG-DIC.
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Analisando as fragdes da coluna TMCO03 por CCD (Figura 25) e os cromatogramas da
analise por CG-DIC (Figuras 26 e 27), foi possivel observar que a fragdo TMCO03-F; (1,5 g)
apresentava o alcaloide (—)-cassina (29) (g 14,4 min), a fragdo TMCO03-F, (0,6 g) a mistura
dos alcaloides 29 e 30 ¢ a fragdo TMCO03-F5 (10,0 mg) o alcaloide (—)-espectalina (30) (#r
15,8 min).

Os homologos 29 e 30 foram analisados por espectrometria de massas com ioniza¢ao
por electrospray (EM-IES) e por ressonancia magnética nuclear, para elucidagdo das suas

estruturas.
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5.2.1 Elucidagao estrutural do alcaloide 29

HOW”/// 4
3 5 12
~\\\\\\ 2 6 ////,,/ 2 4 6 8 1 0 1 1 ' CH3
HsG ’T T 3 5 7 g

H O

(-)-cassina (29): solido branco (1,5 g); CCD R, 0,52 (9,2:0,8:0,5 CHCl3-MeOH-NH4OH);
(+)-EM-IES m/z 298,2749 [M + H]', calculado para C;gH3sNO,, 298,2741 (A -2.6 ppm);
EM/EM-IES m/z 298 [M + H]" 280 [M + H — H,0]; RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 3,80 (1H,
sl, H-3), 3,10 (1H, qt, J = 6,1 Hz, H-2), 2,85 (1H, m, H-6), 2,40 (2H, t, J = 7,2 Hz, H-10"),
2,12 (3H, s, H-127), 2,06 (1H, dd, H-4a), 1,75 (1H, m, H-5), 1,59 (2H, m, H-1’, H-4b), 1,55
(2H, qt, J = 7,2 Hz , H-9’), 1,39 (3H, d, J = 6,1 Hz, H-7), 1,23 (14H, sl, H-2’-H-8"); RMN
C (CDCls, 100 MHz) § 209,54 (C, C-11""), 66,53 (CH, C-3), 57,60 (CH, C-2), 56,61 (CH,
C-6), 43,92 (CH,, H-10"), 33,62 (CH,, C-17), 31,06 (CHy, C-4), 29,99 (CHj;, C-12°), 29,62°
(CHp, C-8), 29,56° (CH,, C-6), 29,54° (CH,, C-5°), 29,51° (CH,, C-3"), 29,46° (CH,, C-4’),
29,28° (CH,, C-77), 25,61 (CH,, C-2%), 23,96 (CH,, C-9°), 22,67 (CH,, C-5), 15,99 (CH3, C-7)
‘Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e

podem estar interconvertidos entre eles.

O alcaloide (—)-cassina (29) foi analisado por espectrometria de massas em alta
resolug¢do, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula molecular C;gH3sNO,, com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente a molécula protonada foi
observado em m/z 298,2749 [M + H]", calculado para C1sH36NO,", 298.2741 (A -2,6 ppm)
(Figura 28).
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Figura 28. EM-IES-(+) em alta resolu¢do do alcaloide (—)-cassina (29).
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Quando o sinal de m/z 298 foi submetido a andlise por EM sequencial (EM/EM), foi

observado um fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢do neutra de agua (18 u) (Figura 29).

Figura 29. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-cassina (29).
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A anélise do espectro de RMN de 'H (Apéndice Al e A2) para o alcaloide 29 permitiu
identificar os principais sinais que caracterizam o nucleo piperidinico trissubstituido. Um
quinteto em 6 3,10 (integrando para 1H) atribuido a H-2 (J = 6,1 Hz), um dupleto em & 1,39
(integrando para 3H) que apresentou acoplamento com H-2 (J = 6,1 Hz) no mapa de contorno
COSY (Apéndice A3—A5) e foi atribuido aos hidrogénios da metila (H-7), um singleto largo
em ¢ 3,80, referente ao H-3 hidroximetinico (1H), que correlacionou com H-2, H-4a e H-4b
no mapa de contorno COSY, um multipleto em 6 2,85 (1H), atribuido ao H-6 que apresentou

correlacio com H-5 e H-1'a no mapa de contorno COSY, indicando a presenca de um
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substituinte ligado nessa posi¢do, além de trés multipletos em 6 2,06 (1H), 1,60 (1H) e 1,75
(2H) que se correlacionam no contorno COSY e foram atribuidos aos hidrogénios H—4a, H-
4b, H-5, respectivamente (Tabela 4).

A extremidade da cadeia lateral, funcionalizada pelo grupo metil-cetona foi
identificada pela presenga de um tripleto em 6 2,40 (J = 7,2 Hz) (integrando para 2H) e um
singleto em 0 2,12 (3H), que foram atribuidos aos 2H (H-10") e 3H (H-12"), respectivamente.
Esta dedugdo foi confirmada pelo mapa de contorno HMBC (Apéndice A14-A18), que
apresentou correlagdes (%/) entre H-10' e H-12' com C—11' (8 209,54). Os sinais relativos aos
hidrogénios metilénicos da cadeira lateral encontram-se sobrepostos na regiao de & 1,23.

A estrutura foi estabelecida a partir das correlagcdes observadas entre os hidrogénios e
carbonos nos mapas de contorno de HSQC e HMBC (Apéndice A12—-A18).

O comprimento da cadeia lateral foi estabelecido pelo nimero de metilenos
observados nos espectros de °C ¢ DEPT 135 (Apéndice A9—A11), principalmente na regido
entre 629,28-29,62, que correlacionavam com os hidrogénios o 1,23 (H-3'-H—8') no mapa de
contorno HSQC (Apéndice A12 e A13). A extensdo da cadeia lateral estd de acordo com os
dados do espectro de massas de alta resolugdo, em conformidade com a féormula molecular
C13H3sNO», [M + H]" 298,2849, para a presenga de dez metilenos seguidos de uma metil-

cetona, além do nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 4. Dados de RMN do alcaloide 29 em CDCls.

(-)-cassina (29)

HO., 5
: , : . 12!
" 6%/ 2 4 6 8 O 11 CHa
e N TN Y N
H
Posi¢do 'H 6y“ mult.” (J em Hz) BC §¢* (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC

2 3,10 q (6,1; 1,4) 57,63 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 3,80 m 66,53 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 2,06 m H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a
4b 1.59 m 31,06 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-2, H-3, H-6
5 1,75 m 22,67 CH, H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2,85 m 56,60 CH H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-4, H-5, H-1'
7 1,39.d (6,1) 15,99 CH; H-2 H-7 H-2, H-3
l'a 1,86 m H-6, H-2' H-1'a Cir
b 1’59 m 33,62 CH, el Ho1' H-6, H-2', H-3
2 1,23 m 25,61 CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2' H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,23 m 29,51°¢ CH, H-3'
4 1,23 m 29,46° CH, H-4'
5 1,23 m 29,54°¢ CH, H-5'
6' 1,23 m 29,56°¢ CH, H-6'
7 1,23 m 29,28°¢ CH, H-7'
8 1,23 m 29,62°¢ CH, H-8'
9' 1,55 qt (7.,2) 23,96 CH, H-10' H-9' H-7', H-8', H-10'
10 2,40t (7,2) 43,92 CH, H-9', H-12' H-10' H-9', H-12'
11 - 209,54 C - - H-9', H-10', H-12'
12 2,125 29,99 CH; H-10' H-12' H-10'

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(dtms 0,00). bMultiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora
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5.2.2 Elucidagao estrutural do alcaloide 30

“y, Wy

\\\\\\\

HC
%7

(-)-espectalina (30): solido branco (10,0 mg); CCD Ry 0,52 (9,2:0,8:0,5 CHCl;-MeOH-
NH4OH); (+)-EM-IES m/z 326,3057 [M + H]+, calculado para C,0H3sNO,, 326,3057 (A —0,9
ppm); EM/EM-IES m/z 326 [M + H]" 308 [M + H — H,0]; RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &
3,82 (1H, sl, H-3), 3,15 (1H, qt, J = 6,2; 1,4 Hz; H-2), 2,90 (1H, m, H-6), 2,40 2H, t,J="7,4
Hz, H-12"), 2,12 (3H, s, H-14’), 2,06 (1H, m, H-4a), 1,93 (1H, m, H-1"a), 1,78 (2H, m, H-5),
1,55 (4H, m, H-4b, H-1’b, H-11"), 1,43 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-7), 1,25 (18H, sl, H-2’-H-10");
RMN "°C (CDCls, 100 MHz) § 209,61 (C, C-13""), 66,46 (CH, C-3), 57,84 (CH, C-2), 56,78
(CH, C-6), 43,95 (CH,, H-12"), 33,50 (CH,, C-1’), 30,79 (CH,, C-4), 29,99 (CHs, C-14’),
29,72° (CH,, C-107), 29,66° (CH,, C-5"), 29,65° (CH,, C-6"), 29,59° (CH,, C-7"), 29,54° (CHa,
C-4%), 29,47° (CH,, C-8’), 29,42° (CH,, C-3"), 29,31° (CH,, C-9), 25,61 (CH,, C-27), 24,00
(CH,, C-117), 22,48 (CH,, C-5), 15,91 (CHj3, C-7). “Valor atribuido com base no
deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos

entre eles.

O alcaloide (—)-espectalina (30) foi submetido a analise por espectrometria de massas
em alta resolucdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a férmula molecular
C20H39NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente a molécula
protonada foi observado em m/z 326,3057 [M + H]", calculado para Ca0H30NO, ", 326,3054
(A —0,9 ppm) (Figura 30).
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Figura 30. EM-IES-(+) em alta resolugdo do alcaloide (—)-espectalina (30).

x10°
[M+H]

189 326.3057

61  Ho.,

1,4

1 Hz O

05 m/z 326

0,6-

04-

0,2-

ol oo

260 270 280 290 300 310 320 2330 340 350 360 370 380 2390 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

1 TV . b d

Quando o sinal de m/z 326 foi submetido a andlise por EM sequencial (EM/EM), foi

observado um fragmento de m/z 308, atribuido a eliminacao neutra de agua (18 u) (Figura 31).

Figura 31. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-espectalina (30).
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A andlise dos espectros de RMN de 30 (Apéndice B) permitiu observar que os sinais
que identificam o ntcleo piperidinico trissubstituido sao idénticos ao do alcaloide 29, porém o
nimero de sinais de carbono que aparece na regido o 29,18-29,59 corresponde a oito
metilenos para o alcaloide 30 (Tabela 5). A extensdo da cadeia lateral estd de acordo com os
dados do espectro de massas de alta resolu¢do, em conformidade com a féormula molecular
Cy0H39NO,, [M + H]+ 326,3057, para a presenca de doze metilenos seguidos da metil-cetona,

além do nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 5. Dados de RMN do alcaloide 30 em CDCls.

(-)-espectalina (30)

HO.,, 4
3 5
\\\\\\ 2 6 //,//,
W N (2

3C73 |
H
Posicdo  'H &y mult.” (J em Hz) BC §¢* (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,15 qt (6,2; 1,4) 56,65 CH H-3, H-7 H-2 H4, H-7
3 3,82 m 66,33 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4a 2,06 m H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4*
4b 1.55m 30,79 CH, H-3. H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-2, H-3, H-6
5 1,78 m 22,35 CH, H-4a, H-4b, H-5b, H-6 H-5 H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2.9m 57,71 CH H-5a, H-5b, H-1’a, H-1"b H-6 H—4, H-5, H-1'
7 1,43 d (6,2) 15,78 CH; H-2 H-7 H-2, H-3
},E 1’19; Sm 33,36 CH, H-6, H-2’ gj,ﬁ H-6, H-2', H-3'
2 124 m 25,48 CH, H-3’ H-2' H-6, H-1', H-3', H-4'
3 124 m 2929°¢ CH, H-3'
4 124 m 29.41°¢ CH, H-4'
5 124 m 29,53¢ CH, H-5'
6 124 m 29,52°¢ CH, H-6'
7 124 m 29,46° CH, H-7'
8! 124 m 29,34¢ CH, H-8'
9 124 m 29,18¢ CH, H-8’, H-10 H-9'
10 124 m 29,59¢ CH, H-9’, H-11’ H-10'
1 1,55 qt (7.,4) 23,93 CH, H-10", H-12’ H-11' H-9', H-10", H-12'
12 2,40 t (7,4) 43,82 CH, H-11° H-12' H-11', H—14'
13 - 209,48 C - - H-11', H-12', H-14'
14' 2,125 29,87 CH; H-12’ H-14' H-12'

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente ¢ deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8rms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora
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5.3 Sintese dos derivados da (—)-cassina (29)

Com o objetivo de sintetizar andlogos com maior atividade e menor toxicidade
que o alcaloide 29, foram propostas modificagdes estruturais na hidroxila da posi¢ao
trés (C-3) do nucleo piperidinico. Inicialmente foram propostas somente reagdes de
acetilacdo, tarefa ndo trivial quando se trabalha com piperidinois, 2,6-dissubstituidos,
uma vez que diferencas nas conformacdes e interconversdes eletronicas do nitrogénio,
presente no nucleo piperidinio, tornam a hidroxila (C-3) pouco reativa. A analise
detalhada dos conformeros (Figura 32) permite observar que 29a apresenta ligacao de
hidrogénio intramolecular entre a hidroxila do anel piperidinico, tornando esta hidroxila
pouco reativa. Também ¢ preciso levar em consideragdo que a nucleofilicidade do
nitrogénio ¢ maior que a da hidroxila, fun¢do a ser esterificada, o que pode levar a
produtos indesejados de acilagdo (amidas). Esses produtos podem ser obtidos quando o
par de elétrons do nitrogénio ndo estiver comprometido nas ligagdes intramoleculares,
representado pelos conformeros 29b, 29¢ e 29d (Figura 32). Para contornar esse
problema a acetilagdo foi realizada a partir do cloridrato de 29, uma vez que este ndo
apresenta ligacdo intramolecular, tornando a hidroxila um melhor nucledfilo que o

nitrogénio, agora na forma de sal de amonio quaternario.

Figura 32. Conformacdes possiveis para o alcaloide 29.

CHs
N n —
HsC O

H” n =7: (—)-cassina (29a) n =7: (-)-cassina (29b)

H
HO rL
@ O
CHs, .
n =7: (-)-cassina (29c) n =7: (-)-cassina (29d)

Fonte: autora.
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Os mecanismos envolvidos nas reacdes de esterificagdo para obtencdo dos
derivados semissintéticos sao do tipo substituicdo nucleofilica acilica (Figuras 33 e 34).
Inicialmente o par de elétrons do oxigénio ligado ao C-3 do nucleo piperidinico ataca a
carbonila do cloreto de acido, fazendo com que o par de elétrons permaneca sobre o
oxigénio (alcoxido). Na sequéncia, alguma espécie que possa atuar como base, presente
no meio reacional, captura o hidrogénio ligado ao ion hidroxonio. Na proxima etapa o
par de elétrons do oxigénio (alcdxido) reestabelece a dupla ligagcdo e consequentemente

ha a elimina¢do do halogénio levando a formagao do éster (Figura 33).

Figura 33. Mecanismo proposto para as reagoes com cloretos de acila.
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45: R = CH3, 3-O-acetilcassina

46: R = CH,CH,CH3, 3-O-butanoilcassina
47: R = CH,(CH,),CHg, 3-O-pentanoilcassina
48: R = CH,(CH5)3CH3, 3-O-hexanoilcassina
49: R = CH,(CH,)4CHg;, 3-O-heptanoilcassina

Fonte: autora.

Um mecanismo similar acontece quando se usa um catalisador como o 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), porém inicialmente o catalisador ¢ que se liga ao cloreto
de acido, substituindo o halogénio. Esta espécie carregada apresenta melhor grupo
abandonador na etapa equivalente da eliminacdo do halogénio, aumentando assim a

velocidade da reacao (Figura 34).
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Figura 34. Mecanismo proposto para as reagdes com cloretos de benzoila substituidos.
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50: R = Br, 3-O-(2-bromobenzoil)cassina
51: R = Br, 3-O-(3-bromobenzoil)cassina
52: R = Br, 3-O-(4-bromobenzoil)cassina
53: R = Cl, 3-O-(2-clorobenzoil)cassina

54: R = Cl, 3-O-(3-clorobenzoil)cassina

55: R = Cl, 3-O-(4-clorobenzoil)cassina

56: R = CHj3, 3-O-(2-metilbenzoil)cassina
57: R = CHj3, 3-O-(3-metilbenzoil)cassina
58: R = CHj3, 3-O-(4-metilbenzoil)cassina
59: R = NO,, 3-O-(2-nitrobenzoil)cassina
60: R = NO,, 3-O-(3-nitrobenzoil)cassina
61: R = NO,, 3-O-(4-nitrobenzoil)cassina

Fonte: autora.

Os produtos (45—61) das reacdes foram analisados por CG-DID para avaliagao
das porcentagens de conversdo (Tabela 3). No entanto foram obtidos baixos
rendimentos, devido a perda de massa ocorrida durante os procedimentos de purificagdo
por extracdo liquido-liquido e por cromatografia em coluna.

Depois de purificados, os derivados semissintéticos foram submetidos a analise
por espectrometria de massas de alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou
estabelecer as formulas moleculares dos compostos, € por ressonancia magnética

nuclear.
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5.3.1 Elucidagao estrutural do derivado 45

| ' 1 1 12'
" o), 6 8 10 .. CH,
l . 5| 7| 9|

H O

3-O-acetilcassina (45): oleo amarelo (24,5 mg); CCD R, 0,82 (9,2:0,8:0,5 CHCl3—
MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 340,2856 [M + H]", calculado para CyH37NOs,
340,2846 (A —2,9 ppm); EM/EM-IES m/z 340 [M + H]" e 280 [M + H — H;CCOOH]";
'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5,07 (1H, sl, H-3), 3,26 (1H, qt, J = 6,6; 1,4 Hz; H-2),
3,00 (1H, m, H-6), 2,41 (2H, t, J= 7,3, H-10"), 2,25 (3H, s, H-12"), 2,12 (3H, s, H-2""),
1,87 (2H, m, H-4), 1,75 (2H, m, H-5), 1,66 (2H, m, H-1"), 1,55 (2H, qt, J = 7,3 Hz,
H-9%), 1,50 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-7), 1,24 (14H, m, H-2’-H-8"); *C NMR (CDCl;, 100
MHz) & 209,53 (C, C-11""), 170,61 (C, C-1""), 67,57 (CH, C-3), 58,14 (CH, C-2), 55,56
(CH, C-6), 43,94 (CH,, H-10"), 33,08 (CH,, C-1"), 30,01 (CH3, C-12"), 29,66° (CH,, C-
8"), 29,57° (CH,, C-6"), 29,53° (CH,, C-5"), 29,52° (CH,, C-3%), 29,45° (CH,, C-4"),
29,29° (CHy, C-7°), 27,80 (CH,, C-4), 25,71 (CH,, C-2’), 23,99 (CH,, C-9), 22,66
(CH,, C-5), 21,25 (CH3, C-2”), 15,78 (CHsz, C-7). “Valor atribuido com base no
deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar

interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-acetilcassina (45) foi analisado por espectrometria de massas em
alta resolu¢do, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula molecular
Cy0H37NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. O sinal referente a
molécula protonada foi observado em m/z 340,2856 [M+H]", calculado para

C20H3sNOs", 340,2846 (A 2,9 ppm) (Figura 35).
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Figura 35. EM-IES-(+) em alta resolucdo do derivado (—)-3-O-acetilcassina (45).

x10 6

1,14

1 .
0,9
0,8
0,7
0,6-
0,5
0.4
0,3-
0,2
0,1-

0,

H3C

)

\n/ "///

0]

L

\\\\
H3C

H,

m/z 340

@/ﬁ,’

[M+H]
340.2856

CHs3
'/\i\’|7/\"/

0]

[ IL., - | T N

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

ek

S T

b 'Lfk ,,Jl.,;,,.;

125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

Quando o sinal de m/z 340 foi submetido a anélise por EM sequencial (EM/EM),

foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminagdo neutra de acido acético

(60 u) (Figura 36).

Figura 36. EM/EM-IES-(+) do derivado (—)-3-O-acetilcassina (45).
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A andlise dos espectros de RMN de 45 (Apéndice C) (Tabela 6) permitiu

observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-

cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de um singleto

adicional em 6 2,12, integrando para trés hidrogénios, juntamente com a desprotecdo do

sinal referente ao H-3 (0 5,07), leva a concluir que o oxigénio de C-3 est4 ligado a um

grupo acetila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de dois sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um primario (C-2") e um
quaternario (C-1") em 6 21,25 e 170,61, respectivamente.

A andlise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reagdo ocorreu no local desejado, observando a correlagdo do sinal em & 5,07,
referente ao H-3 com o sinal em & 170,61, referente ao C-1" (C=0) da fungao éster.

As extensoes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugcdo, em conformidade com a férmula molecular Cy)H37NOs,
[M+H]" 340,2856, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 6. Dados de RMN do derivado (—)-3-O-acetilcassina (45) em CDCl;.

3-O-acetilcassina (45)

4l 6!

12'
1! CH3

8
%, i, 1
/\/\m(

o)

Posi¢do  'H 8y*mult.” (J em Hz) BC §¢* (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC

2 3,26 qt (6,6; 1,4) 58,14 CH H-3,H-7 H-2 H-4, H-7

3 5,07 sl 67,57 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7

4 1,87 m 27,80 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6

5 1,75 m 22,66 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b

6 3,00 m 55,56 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-3, H-4, H-6, H-1'

7 1,50 d (6,6) 15,78 CHj H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-4, H-5, H-1'

I 1,66 m 33,08 CH, H-2 H-7 H-2, H-3

2! 1,24 m 25,71 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-2', H-3'

3 1,24 m 29,52°¢ CH, H-2' H-1b

4 1,24 m 29.45°¢ CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2' H-6, H-1', H-3', H-4'

5 1,24 m 29,53°¢ CH, H-3'

6' 1,24 m 29,57°¢ CH, H-4'

7 1,24 m 29,29°¢ CH, H-5'

8! 1,24 m 29,66 ° CH, H-6'

9' 1,55 qt (7,3) 23,99 CH, H-7'

10 2,41t(7,3) 43,94 CH, H-8'

11 - 209,53 C H-10' H-9' H-9', H-10', H-12'

12' 2,25 30,01 CH; H-11°, H-14’ H-12' H-10'

1" - 170,61 C - - H-2", H-3

2" 2,125 21,25 CH; H-12’ H-2"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(dtms 0,00). bMultiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico

calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora
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5.3.2 Elucidagao estrutural do derivado 46

H3C 3" 1" O_,/,/
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H3% T 1! 3| 5| 7| 9|
H O

3-O-butanoilcassina (46): 6leo amarelo (37,1 mg); CCD R, 0,83 (9,2:0,8:0,5 CHCl;—
MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 368,3159 [M + H]", calculado para CyHgNOs,
368,2846 (A 0,0 ppm); EM/EM-IES m/z 368 [M + H]" e 280 [M + H — H,C;COOH];
'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5,08 (1H, sl, H-3), 4,29 (1H, qt, J = 6,6 Hz, H-2), 2,53
(1H, m, H-6), 2,41 (2H, t,J= 7,4 Hz , H-10’), 2,30 (2H, m, H-2""), 2,13 (3H, s, H-12),
1,80 (2H, m, H-4), 1,67 (4H, m, H-5, H-3""), 1,55 (2H, qt, J = 7,4 Hz, H-9"), 1,49 (2H,
m, H-1°), 1,25 (14H, m, H-2’-H-8"), 0,95 (6H, t, H-7, H-2""); ?C NMR (CDCls, 100
MHz) & 209,68 (C, C-11""), 172,75 (C, C-1""), 67,37 (CH, C-3), 58,14 (CH, C-2), 55,48
(CH, C-6), 43,94 (CH,, H-10"), 35,70 (CH,, C-2"), 34,84 (CH,, C-1"), 30,00 (CHj3, C-
12%), 29,76° (CH,, C-8’), 29,71° (CH,, C-6"), 29,65° (CH,, C-5), 29,55° (CH,, C-3%),
29,51° (CH,, C-4%), 29,29° (CH,, C-7°), 27,76 (CH,, C-2"), 25,80 (CH,, C-5), 23,99
(CHy, C-4), 22,68 (CH,, C-9°), 18,55 (CH3, C-3"), 15,46 (CHs, C-7), 14,13 (CH3, C-
4°*). “Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra

v. 12) e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-butanoilcassina (46) foi analisado por espectrometria de massas
em alta resolucdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula molecular
Cx»H4iNOs, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. O sinal referente a
molécula protonada foi observado em m/z 368,3159 [M+H]", calculado para

C2,HNOs", 368,3159 (A 0,0 ppm) (Figura 37).
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Figura 37. EM-IES-(+) em alta resolugdo do derivado (—)-3-O-butanoilcassina (46).

x10°

45 [M +H]"

4 368.3159

HyC o.,
35- \/\O( ,
WD _, CH
31 H,c N w s
Ho

254 o)
2- m/z 368

1,54
1 -4

0,5-

0- P SR S | (AR PR [N IF{ N ll ——

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Quando o sinal de m/z 368 foi submetido a andlise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido

butanoico (88 u) (Figura 38).

Figura 38. EM/EM-IES-(+) do derivado (-)-3-O-butanoilcassina (46).
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A andlise dos espectros de RMN de 46 (Apéndice D) (Tabela 7) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento adicional de um tripleto
(3H) em & 0,95, e dois sinais referentes aos H-2" (6 2,30) e H-3" (6 1,67), juntamente
com a desprotecdo do multipleto referente ao H-3 (5 5,08), leva a concluir que o
oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo butanoila.

No RMN de "C foi observado o aparecimento de quatro sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um de carbono primario em o
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14,13 (C-4"), dois de secundarios em 6 35,70 e 6 18,55 (C-2" e C-3", respectivamente) ¢
um de quaternario em 6 172,75 (C-1").

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reagdo ocorreu no local desejado, observando a correlagdo do sinal em & 5,08,
referente ao H-3 com o sinal em & 172,75, referente ao com o C-1" (C=0) da fung¢ao
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugcdo, em conformidade com a férmula molecular C;H4NOs,
[M+H]" 368,3159, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 7. Dados de RMN do derivado 3-O-butanoilcassina (46) em CDCl;.

3-O-butanoilcassina (46)

5
© N O, 2 4 8 8 1 44 CHy
H3(; T 1./\3,/\5,/\7./W
H o)
Posi¢io  'H &y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢ (mult.)” DEPT COSY HSQC HMBC
2 4,29 qt (6,6) 58,14 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 5,08 sl 67,37 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,80 m 23,99 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,67 m 25,80 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2,53 m 55,48 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 0,95 d (6,6) 15,46 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,49 m 34,84 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,25 27,76 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,25 29,55 CH, H-2' H-1b
4 1,25 29,51° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,25 29,65 CH, H-3'
6 1,25 29,71¢ CH, H-4'
7 1,25 29,29 CH, H-5'
8! 1,25 29,76 CH, H-6'
9' 1,55 qt (7,4) 22,68 CH, H-10' H-7'
10' 2,41t (7,4) 43,94 CH, H-9' H-8'
11 - 209,68 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12! 2,13s 30,00 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 172,75 C - - H-2", H-3
2" 2,30 m 35,70 CH, H-3" H-2" H-3"
3" 1,67 m 18,55 CH, H-2", H-4" H-3" H-2", H-4"
4" 0,95 t 14,13 CH; H-3" H-4" H-2", H-3"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8rms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); gt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora
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5.3.3 Elucidagao estrutural do derivado 47

5|| 3" 1 " O_’///
HyC™ 4 > 2 "y 4TS
1 1 ' 1 1 1 2I
© .\\\\\\\ 6 //’//,,, 2 A 2 8 10 11 CH3
H3% T 1 [] 3. 5| 7| 9!

H o

3-O-pentanoilcassina (47): 6leo amarelo (29,8 mg); CCD R, 0,84 (9,2:0,8:0,5 CHCl3—
MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 382,3328 [M + H]", calculado para C,3Ha3NOs,
382,3316 (A —0,5 ppm); EM/EM-IES m/z 382 [M + H]" e 280 [M + H — HyC4COOH]";
'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 4,55 (1H, m, H-3), 3,72 (1H, qt, J = 6,5 Hz, H-2), 2,67
(1H, m, H-6), 2,39 (2H, t, J = 7,4 Hz, H-10"), 2,35 (2H, m, H-2""), 2,11 (3H, s, H-12),
1,83 (2H, m, H-4), 1,60 (6H, m, H-5, H-3"’, H-9’), 1,44 (2H, m, H-4""), 1,33 (2H, m, H-
1), 1,24 (14H, m, H-2’-H-8), 1,14 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-7), 0,90 (3H, t, H-5"");
BC NMR (CDCls, 100 MHz) § 209,54 (C, C-117), 173,74 (C, C-1°"), 69,49 (CH, C-3),
57,00 (CH, C-2), 54,37 (CH, C-6), 43,92 (CH,, H-10"), 34,82 (CH,, C-2’"), 34,31 (CHa,
C-17), 29,97 (CHs, C-12), 29,75° (CH,, C-8’), 29,65° (CH,, C-6’), 29,61° (CH,, C-5"),
29,53° (CHy, C-3%), 29,49° (CH,, C-4"), 29,28 (CH,, C-7), 27,74 (CH,, C-3"), 27,33
(CHy, C-2°), 25,97 (CH,, C-5), 23,97 (CH,, C-4), 22,76 (CH,, C-9°), 22,38 (CH,, C-
4°%), 14,05 (CHs, C-7), 13,87 (CH3, C-5"). “Valor atribuido com base no deslocamento

quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-pentanoilcassina (47) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,3H43NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 382,3318 [M + H]", calculado

para C»3H44NOs", 382,3316 (A —0,5 ppm) (Figura 39).
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Figura 39. EM-IES-(+) em alta resolucdo do derivado (—)-3-O-pentanoilcassina (47).
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Quando o sinal de m/z 382 foi submetido a anélise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido

pentanoico (102 u) (Figura 40).

Figura 40. EM/EM-IES-(+) do derivado (—)-3-O-pentanoilcassina (47).
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3823325
*

A analise dos espectros de RMN de 47 (Apéndice E) (Tabela 8) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento adicional de um tripleto
(3H) em 0 0,90, e trés sinais referentes aos H-2" (6 2,35), H-3" (6 1,60) e H-4" (5 1,44),
juntamente com a desprote¢do do multipleto referente ao H-3 (3 4,55), leva a concluir

que o oxigénio de C-3 estd ligado a um grupo pentanoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de cinco sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um de carbono primario em o
13,87 (C-5"), trés de secundarios em o 34,82, 6 27,74, & 22,38 (C-2", C-3" ¢ C-4",
respectivamente) e um de quaterndrio em 6 173,74 (C-1").

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,55,
referente ao H-3 com o sinal em 6 173,74, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢do
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugdo, em conformidade com a férmula molecular C,3H43NOs3,
[M+H]" 382,3318, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 8. Dados de RMN do derivado 3-O-pentanoilcassina (47) em CDCl;.

3-O-pentanoilcassina (47)

5" ~_3~1"0.,
H3CW A |
. 12

o) R » 2 4 6 8 10 11, CHs
H3C7) T WW
H 0
Posicdo  'H 6y“mult.” (/ em Hz) BC 8¢ (mult.)? DEPT COSY HSQC HMBC

2 3,72 qt (6,5) 57,00 CH H-3,H7 H-2 H4,H7
3 4,55 m 69,49 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,83 m 23,97 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,60 m 25,97 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2,67m 54,37 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,14 d (6,5) 14,05 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
ik 1,33 m 3431 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2 1,24 27.33 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,24 29.53¢ CH, H-2' H-1'b
g 1,24 29.49¢ CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,24 29.61¢ CH, H-3'
6' 1,24 29,65¢ CH, H-4'
7 1,24 29.28¢ CH, H-5'
8 1,24 29,75¢ CH, H-6'
o 1,60 qt (7,4) 22,76 CH, H-10' H-7'
10" 2,39t (7,4) 43,92 CH, H-9' H-8'
1 - 209,54 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,11s 29,97 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
" - 173,74 C - - H-2" H-3
2" 2,35 3431 CH, H-3" H-2" H-3"
3" 1,60 m 27,33 CH, H-2", H-4" H-3" H-2", H-4"
4" 1,44 m 22,38 CH, H-3", H-5" H-4" H-3", H-5"
5" 0,90 t 13,87 CH; H-4" H-5" H-4", H-3"

%Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8tms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora
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5.3.4 Elucidagao estrutural do derivado 48

HSC 5” " 3“ n 1" OW”/// 4
6"\/4W 3 5
6 //,/,,

o
N
HaC"
7

3-O-hexanoilcassina (48): 6leo amarelo (34,4 mg); CCD R, 0,85 (9,2:0,8:0,5 CHCl3—
MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 396,3476 [M + H]", calculado para Cy4H4sNOs,
396,3472 (A —1,0 ppm); EM/EM-IES m/z 396 [M + H] e 280 [M + H — H;;CsCOOH];
'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 4,58 (1H, sl, H-3), 3,72 (1H, qt, J = 6,3 Hz, H-2), 3,00
(1H, m, H-6), 2,40 (2H, t, J = 7,4 Hz, H-10"), 2,31 (2H, m, H-2""), 2,12 (3H, s, H-12’),
1,67 (10H, m, H-4, H-5, H-3"’, H-1°, H-9°), 1,30 (3H, t, H-6""), 1,29 (2H, m, H-4""),
1,28 (2H, m, H-5’), 1,24 (14H, m, H-2’-H-8"), 0,87 (3H, d, J = 6,3 Hz, H-7); °C NMR
(CDCl3, 100 MHz) 6 209,59 (C, C-11""), 173,41 (C, C-1""), 67,35 (CH, C-3), 58,07
(CH, C-2), 55,44 (CH, C-6), 43,92 (CH,, H-10"), 34,21 (CH,, C-2""), 33,06 (CH,, C-1"),
31,85 (CH,, C-4"), 31,33 (CH,, C-3"") 29,98 (CH3;, C-127), 29,65° (CH,, C-8°), 29,61°
(CHp, C-6"), 29,55° (CH,, C-5), 29,52° (CH,, C-3°), 29,49° (CH,, C-4"), 29,27° (CH,,
C-7°), 27,82 (CHy, C-2), 25,70 (CHy, C-5), 24,74 (CH,, C-4), 23,97 (CH,, C-9°), 22,47
(CH3, C-57), 15,69 (CH;3, C-7), 14,06 (CH;, C-6"). “Valor atribuido com base no
deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar

interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-hexanoilcassina (48) foi analisado por espectrometria de massas
em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula molecular
C24H4sNOs, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. O sinal referente a
molécula protonada foi observado em m/z 396,3476 [M+H]", calculado para

C24Hu4gNOs", 396,3472 (A —1,0 ppm) (Figura 41).
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Figura 41. EM-IES-(+) em alta resolugdo do derivado (—)-3-O-hexanoilcassina (48).
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Quando o sinal de m/z 396 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido

hexanoico (116 u) (Figura 42).

Figura 42. EM/EM-IES-(+) do derivado (—)-3-O-hexanoilcassina (48).
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A analise dos espectros de RMN de 48 (Apéndice F) (Tabela 9) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento adicional de um tripleto
(3H) em 6 1,30, e quatro sinais referentes aos H-2" (6 2,31), H-3" (5 1,67), H-4" (6
1,29), H-5" (& 1,28), juntamente com a desprote¢do do multipleto referente ao H-3 (5

4,58), leva a concluir que o oxigénio de C-3 estd ligado a um grupo hexanoila.
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No RMN de “C foi observado o aparecimento de seis sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um de carbono primario em o
14,06 (C-6"), quatro de secundarios em o 34,21, 6 31,33, 6 31,85 e 6 22,47 (C-2", C-3",
C-4" e C-5", respectivamente) e um de quaternario em o 173,41 (C-1").

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,58,
referente ao H-3 com o sinal em 6 173,41, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢do
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugdo, em conformidade com a férmula molecular C,4sH4sNOs3,
[M+H]" 396,2476, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 9. Dados de RMN do derivado 3-O-hexanoilcassina (48) em CDCls.

3-O-hexanoilcassina (48)

o)

H3C 5" 3" 1" 0.,
GM ///3 4 >
6/

o

H,C N
7 |
H
Posicdo  'H &y“ mult.” (J em Hz) BC §¢* (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,72 qt (6,3) 58,07 CH H-3,H-7 H2 H4,H7
3 4,58 m 67,35 CH H-2, H4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,67 m 24,74 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2,H-3,H-6
5 1,67 m 25,70 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,00 m 55,44 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 0,87 d (6,3) 15,69 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,67 m 33,06 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2 1,24 27.82 CH, H-6, H-2' H-1a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,24 29,52¢ CH, H-2' H-1b
4 1,24 29,49¢ CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,24 29.55¢ CH, H-3'
6' 1,24 29,61¢ CH, H-4'
7 1,24 29,27° CH, H-5'
8 1,24 29.65¢ CH, H-6'
9 1,67 qt (7,4) 23,97 CH, H-10' H-7'
10" 2,40 t (7,4) 43,82 CH, H-9' H-8'
1 - 209,59 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,125 29.98 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 173,41 C - - H-2", H-3
2" 231s 3421 CH, H-3" H-2" H-3"
3" 1,67 m 31,33 CH, H-2", H-4" H-3" H-2", H-4"
4" 1,29 m 31,85 CH, H-3", H-5" H-4" H-3", H-5"
5" 1,28 m 22,47 CH, H-4", H-6" H-5" H-4", H-3"
6" 1,30 t 14,06 CH; H-5" H-6" H-4", H-5"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(dtms 0,00). bMultiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora 75



5.3.5 Elucidagao estrutural do derivado 49

3-O-heptanoilcassina (49): 6leo amarelo (40,2 mg); CCD R, 0,86 (9,2:0,8:0,5 CHCl3—
MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 410,3629 [M + H]+, calculado para C,;sH47NOs,
410,3629 (A 0,0 ppm); EM/EM-IES m/z 410 [M + H]" e 280 [M + H — H;3C4COOH];
'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 4,46 (1H, sl, H-3), 3,01 (1H, qt, J = 6,4 Hz, H-2), 2,52
(3H, m, H-6, H-2""), 2,42 (2H, t, J = 7,4 Hz, H-10"), 2,13 (3H, s, H-12"), 1,85 (6H, m,
H-4, H-5, H-9’), 1,60 (2H, m, H-3""), 1,55 (4H, m, H-1’, H-4""), 1,48 (3H, d, J = 6,4
Hz, H-7), 1,39 (4H, m, H-5"’, H-6""), 1,25 (14H, m, H-2’-H-8"), 0,87 (3H, t, H-7"");
C NMR (CDCls, 100 MHz) § 209,67 (C, C-11""), 173,36 (C, C-1""), 66,44 (CH, C-3),
58,63 (CH, C-2), 57,32 (CH, C-6), 43,94 (CH,, H-10"), 33,27 (CH», C-2""), 31,63 (CHa,
C-17), 30,63 (CH,, C-5"), 30,03 (CH3, C-12), 29,62° (CH,, C-8’), 29,58° (CH,, C-6"),
29,52° (CH,, C-57), 29,51° (CH,, C-3”), 29,46° (CH,, C-4°), 29,28° (CH,, C-7’), 28,89
(CHy, C-47"), 26,12 (CH,, C-2), 25,65 (CH,, C-5), 23,97 (CH,, C-4), 22,66 (CH,, C-
9%), 22,04 (CH;, C-6"), 16,02 (CHs, C-7), 14,18 (CHs, C-7”’). “Valor atribuido com
base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar

interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-heptanoilcassina (49) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,sH47NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 410,3629 [M + H]", calculado

para C24HieNO; ", 410,3629 (A 0,0 ppm) (Figura 43).
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Figura 43. EM-IES-(+) em alta resolucdo do derivado (—)-3-O-heptanoilcassina (49).
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Quando o sinal de m/z 410 foi submetido a anélise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido

heptanoico (130 u) (Figura 44).

Figura 44. EM/EM-IES-(+) do derivado (—)-3-O-heptanoilcassina (49).
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A andlise dos espectros de RMN de 49 (Apéndice G) (Tabela 10) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento adicional de um tripleto
(3H) em 6 0,87, e cinco sinais referentes aos H-2" (6 2,52), H-3" (6 1,60), H-4" (5 1,55),
H-5" e H-6" (6 1,39), juntamente com a desprote¢do do multipleto referente ao H-3 (8

4,46), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo heptanoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um de carbono primario em o
14,18 (C-7"), cinco de secundarios em 6 33,27, & 25,65, 6 28,89, & 30,63 ¢ 6 22,04 (C-
2", C-3", C-4", C-5" e C-6", respectivamente) e um de quaternario em 6 173,36 (C-1").

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,46,
referente ao H-3 com o sinal em 6 173,36, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢ao
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugdo, em conformidade com a férmula molecular C,sHy47NOs3,
[M+H]" 410, 3629, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 10. Dados de RMN do derivado 3-O-heptanoilcassina (49) em CDCl;.

3-O-heptanoilcassina (49)

“, yy 4

o

N
7 |
H
Posicdo  'H &y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢ (mult.)? DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,01 qt (6,4) 58,63 CH H-3,H7 H2 H4,H7
3 4,46 s 66,44 CH H-2, H4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,85 m 23,97 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3,H-6
5 1,85 m 25,65 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2,52 m 57,32 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,48 d (6,4) 16,02 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,55 m 31,63 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2 1,25 26,16 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,25 29,51¢ CH, H-2' H-1'b
4 1,25 29,46 CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,25 29,52¢ CH, H-3'
6' 1,25 29,58° CH, H-4'
7 1,25 29,28° CH, H-5'
8 1,25 29,62¢ CH, H-6'
9 1,85 qt (7,4) 22,66 CH, H-10' H-7'
10" 2,42t (7,4) 43,94 CH, H-9' H-8'
11 - 209,67 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,13 s 30,03 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
" - 173,36 C - - H-2" H-3
2" 2,52 m 33,27 CH, H-3" H-2" H-3"
3" 1,60 m 25,05 CH, H-2", H-4" H-3" H-2", H-4"
4" 1,55 m 28,89 CH, H-3", H-5" H-4" H-3", H-5"
5" 1,39 m 30,63 CH, H-4", H-6" H-5" H-4", H-3"
6" 1,39 m 22.04 CH, H-5", H-7" H-6" H-4", H-5"
7" 0,87 t 14,18 CH; H-6" H-7" H-5", H-6"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8rms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); gt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.6 Elucidagao estrutural do derivado 50

3-0-(2-bromobenzoil)cassina (50): 6leo amarelo (54,5 mg); CCD R, 0,90 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 480,2110 [M + H]", calculado para
CysH3BrNO;, 4802108 (A —0,4 ppm); EM/EM-IES m/z 480 [M + H] e 280
[M + H — BrH4CCOOH]"; '"H RMN (CDCls, 400 MHz) & 7,77 (1H, dd, J = 7,7 Hz, H-
7", 7,69 (1H, dd, J = 7,7 Hz, H-4""), 7,66 (1H, ddd, J = 7,7; 1,2 Hz H-5""), 7,48 (1H,
ddd, J=17,7; 1,2 Hz, H-6""), 4,40 (1H, q, J = 6,7 Hz, H-3), 3,45 (1H, qt, J= 6,7 Hz, H-
2), 3,09 (1H, m, H-6), 2,40 (2H, t, J= 7,4 Hz, H-10"), 2,12 (3H, s, H-12"), 1,96 (2H, m,
H-4), 1,79 (2H, m, H-1"), 1,69 (2H, m, H-9’), 1,60 (3H, d, J = 6,7 Hz, H-7), 1,56 (2H,
m, H-5), 1,25 (14H, sl, H-2’-H-8"); *C NMR (CDCl;, 100 MHz) 209,60 (C, C-11""),
164,30 (C, C-17°), 13442 (CH, C4”), 132,53 (CH, C-5), 131,31 (CH,
C-6), 128,04 (C, C-2"°), 127,27 (CH, C-7""), 121,72 (CH, C-3"’), 68,92 (CH, C-3),
58,14 (CH, C-2), 55,29 (CH, C-6), 43,94 (CH,, H-10"), 33,13 (CH,, C-1’), 30,01 (CH3,
C-12%), 29,68° (CH,, C-8”), 29,55° (CH,, C-6), 29,50° (CH,, C-5), 29,48° (CH,,C-3"),
29,43° (CH,, C-4%), 29,28 (CH,, C-7°), 27,74 (CH,, C-27), 25,75 (CH,, C-5), 23,98
(CH,, C-9’), 22,83 (CH,, C-4), 14,35 (CH;3, C-7). “Valor atribuido com base no
deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar

interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(2-bromobenzoil)cassina (50) foi analisado por espectrometria
de massas em alta resolucdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,sH3sBrNO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 480,2110 [M + H]", calculado

para C,sH3oBrNO5 ", 480,2108 (A —0,4 ppm) (Figura 45).
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Figura 45. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(2-bromobenzoil)cassina (50).
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Quando o sinal de m/z 480 foi submetido a anélise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de &acido
2-bromobenzoico (200 u) (Figura 46). Também foi observado um sinal de m/z 183 que

foi atribuido a formag¢ao do ion acilio (Figura 69).

Figura 46. EM/EM-IES-(+) do derivado (-)-3-O-(2-bromobenzoil)cassina (50).
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A andlise dos espectros de RMN de 50 (Apéndice H) (Tabela 11) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-4"-H-7") na regido de 6 7,40-7,80, caracteristica de
compostos aromaticos, juntamente com a desprote¢ao dos sinais referentes aos H-3 (o

4,40), leva a concluir que o oxigénio de C-3 estd ligado a um grupo 2-bromobenzoila.

81



No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
127,0-135,0 (C-4"- C-7") e trés quaternarios (C-1"-C-3") em 164,30, 128,04 ¢ 121,72,
respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,40,
referente ao H-3 com o sinal em 6 164,30, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢do
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucao, em conformidade com a féormula molecular C,sH3sBrNOs,
[M + H]" 480,2110, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.

82



Tabela 11. Dados de RMN do derivado 3-O-(2-bromobenzoil)cassina (50) em CDCl;.

3-0O-(2-bromobenzoil)cassina (50)

6"

Ky 3
R 6, 2 4 6 10 (132H3
N 5
H o)
Posicio  'H 6y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢* (mult.) DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,45 qt (6,7) 58,14 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,40 q (6,7) 68,92 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,96 m 22,83 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,56 m 25,75 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,09 m 55,29 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,60 d (6,7) 14,35 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,79 m 33,13 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2 1,25 27,74 CH, H-6, H-2' H-1" H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,25 29,48° CH, H-2' H-1b
4 1,25 29,43° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,25 29,50¢ CH, H-3'
6' 1,25 29,55° CH, H-4'
7 1,25 29,28° CH, H-5'
8 1,25 29,68° CH, H-6'
9 1,69 qt (7.4) 23,98 CH, H-10' H-7'
10' 2,40 t (7,4) 43,81 CH, H-9' H-8'
11 - 209,47 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,12s 30,01 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 164,30 C - - H-7"
2" - 128,04 C - - H-4", H-6", H-7"
3" - 121,72 C - - H-4", H-5", H-7"
4" 7,69 dd (7,7) 134,42 CH H-5", H-6" H-4" H-5", H-6"
5" 7,66 ddd (7,7; 1,2) 132,53 CH H-4", H-6", H-7" H-5" H-4", H-6", H-7"
6" 7,48 ddd (7,7; 1,2) 131,31 CH H-4", H-5", H-7" H-6" H-4", H-5", H-7"
7" 7,77 dd (7,7) 127,27 CH H-5", H-6" H-7" H-5", H-6"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8rms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); gt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico

calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora
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5.3.7 Elucidagao estrutural do derivado 51

3-0-(3-bromobenzoil)cassina (51): 6leo amarelo (53,1 mg); CCD R, 0,90 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 480,2111 [M + H]", calculado para
CysH33BrNOs, 480,2108 (A —0,6 ppm); EM/EM-IES m/z 480 [M + H] € 280 [M + H —
BrH,CsCOOH]"; "H RMN (CDCls, 400 MHz) § 8,14 (1H, s, H-3""), 7,93 (1H, d, J=17,9
Hz, H-7"), 7,63 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-5""), 7,27 (1H, ddd, J = 7,9 Hz, H-6""), 4,34 (1H,
q, H-3), 3,88 (1H, qt, J = 7,1 Hz, H-2), 2,96 (1H, m, H-6), 2,37 (2H, t, J = 7,4 Hz, H-
10%), 2,09 (3H, s, H-127), 2,03 (2H, m, H-4), 1,74 (2H, m, H-1"), 1,66 (2H, qt, H-9"),
1,50 (2H, m, H-5), 1,36 (3H, d, J = 7,1 Hz, H-7), 1,23 (14H, m, H-2’-H-8"); °C NMR
(CDCl3, 100 MHz) 6 209,21 (C, C-11""), 165,15 (C, C-1""), 135,69 (CH, C-5"), 132,47
(CH, C-3""), 132,39 (C, C-4""), 129,92 (CH, C-6""), 128,09 (CH, C-7""), 122,36 (C, C-
2%, 66,81 (CH, C-3), 57,46 (CH, C-2), 52,35 (CH, C-6), 43,73 (CH,, H-10’), 31,25
(CHy, C-1"), 29,80 (CH3, C-12°), 29,52° (CH,, C-8°), 29,51° (CH,, C-6), 29,43° (CH,,
C-5%), 29,38° (CH,, C-3”), 29,35° (CH,, C-4°), 29,12° (CH,, C-7°), 25,92 (CH,, C-27),
25,53 (CH,, C-5), 23,81 (CH,, C-4), 23,47 (CH», C-9’), 22,67 (CH3, C-8”), 14,26 (CH3,
C-7). “Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra

v. 12) e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(3-bromobenzoil)cassina (51) foi analisado por espectrometria
em massas de alta resolucdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,5sH33BrNO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente & molécula protonda foi observado em m/z 480,2111 [M + H]", calculado para

CsH3sBrNO; ", 480,2108 (A —0,6 ppm) (Figura 47).
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Figura 47. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(3-bromobenzoil)cassina (51).

x10° [M + H]*
47 480.0111

4802111 482 2084
3,54 o
Br

3 e} €]

o “n, CH 3
T T
2,5- Ha o)

m/z 480

2
1,54

14

0,5+
0- l | SO O IO .,l.,,lll.,.;, e e e Sy Wy N SR "

T T T T T T T T T = T T T —
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Quando o sinal de m/z 480 foi submetido a anélise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido
3-bromobenzoico (200 u) (Figura 48). Também foi observado um sinal de m/z 183 que

foi atribuido a formagdo do ion acilio (Figura 69).

Figura 48. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (-)-3-O-(3-bromobenzoil)cassina (51).
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A andlise dos espectros de RMN de 51 (Apéndice I) (Tabela 12) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-3", H-5", H-6" e H-7") na regido de ¢ 7,20-8,20, caracteristica
de compostos aromaticos, juntamente com a desprotecdo dos sinais referentes aos H-3

(0 4,34), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo 3-bromobenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
128,0-136,0 (C-3", C-5", C-6" e C-7") e trés quaternarios (C-1", C-2" e C-4") em
165,15, 122,36 e 132,47, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,34,
referente ao H-3 com o sinal em 6 165,15, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢ao
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucao, em conformidade com a féormula molecular C,sH3sBrNOs,
[M+H]" 480,2111, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 12. Dados de RMN do derivado 3-O-(3-bromobenzoil)cassina (51) em CDCl;.

3-0-(3-bromobenzoil)cassina (51)

Ky
N
-
H
Posi¢do  'H 8y“mult.” (J em Hz) BC §¢* (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,88 qt (7,1) 57,46 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,34 q 66,81 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 2,03 m 23,81 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,50 m 25,53 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2,96 m 52,35 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,36 d (7,1) 14,26 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,74 m 31,25 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,23 25,92 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,23 29,38° CH, H-2' H-1'
4 1,23 29,35° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5' 1,23 29,43¢ CH, H-3'
6 1,23 29,51¢ CH, H-4'
7 1,23 29,12¢ CH, H-5'
8' 1,23 29,52¢ CH, H-6'
9' 1,66 qt (7.4) 23,47 CH, H-10' H-7'
10' 2,37t(7,4) 43,73 CH, H-9' H-8'
1 - 209,21 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,09s 29,80 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 165,15 C - - H-7"
2" - 122,36 C - - H-3", H-6", H-7"
3" 8,14 132,47 CH H-3" H-5", H-7"
4" - 132,39 C - - H-3", H-5", H-6"
5" 7,63 d (7,9) 135,69 CH H-6", H-7" H-5" H-6"
6" 7,27 ddd (7,9) 129,92 CH H-5", H-7" H-6" H-5", H-7"
7" 7,93 d (7,9) 128,09 CH H-5", H-6" H-7" H-6"

%0s experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8tms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

87

Fonte: a autora



5.3.8 Elucidacgao estrutural do derivado 52

3-0-(4-bromobenzoil)cassina (52): 6leo amarelo (56,9 mg); CCD R, 0,90 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 480,2102 [M + H]", calculado para
CysH33BrNOs, 480,2108 (A 1,2 ppm); EM/EM-IES m/z 480 [M + H] e 280 [M + H —
BrH,CsCOOH]"; '"H RMN (CDCl;, 400 MHz) & 7,87 (2H, dd, J = 8,5 Hz, H-4”* ¢ H-
6’’), 7,54 (2H, dd, J = 8,5 Hz, H-3"’ ¢ H-7""), 4,34 (1H, q, H-3), 3,61 (1H, qt, /= 7,1
Hz, H-2), 2,87 (1H, m, H-6), 2,37 (2H, t, J = 7,4, H-10), 2,10 (3H, s, H-127), 2,02 (2H,
m, H-4), 1,52 (6H, m, H-5, H-1°, H-9"), 1,35 (3H, t, /= 7,1 Hz, H-7), 1,22 (14H, m, H-
2°-H-8"); ?C NMR (CDCls, 100 MHz) & 209,38 (C, C-11""), 165,86 (C, C-1""), 131,63
(CH, C-3 ¢ C-77"), 131,07 (CH, C-4 ¢ C-6""), 129,38 (C, C-2"), 127,88 (C, C-57"),
67,43 (CH, C-3), 57,34 (CH, C-2), 56,03 (CH, C-6), 43,78 (CH», H-10’), 32,19 (CHa,
C-1°), 29,84 (CHs, C-12%), 29,68° (CH,, C-8’), 29,62° (CH,, C-6’), 29,50° (CH,, C-5"),
29,47° (CH,, C-37), 29,40° (CH,, C-4°), 29,37° (CH,, C-7°), 26,38 (CH,, C-2’), 25,69
(CH,, C-5), 24,84 (CH,, C-4), 23,83 (CH,, C-9°), 14,27 (CH3, C-7). “Valor atribuido
com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar

interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(4-bromobenzoil)cassina (52) foi analisado por espectrometria
de massas em alta resolugao, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,sH33BrNO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 480,2102 [M + H]", calculado

para CosH3sBrNO; ", 480,2108 (A 1,2 ppm) (Figura 49).
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Figura 49. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(4-bromobenzoil)cassina (52).
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Quando o sinal de m/z 480 foi submetido a andlise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido
4-bromobenzoico (200 u) (Figura 50). Também foi observado um sinal de m/z 183 que

foi atribuido a formagao do ion acilio (Figura 69).

Figura 50. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(4-bromobenzoil)cassina (52).
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A andlise dos espectros de RMN de 52 (Apéndice J) (Tabela 13) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sao idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de dois sinais de
hidrogénio adicionais (H-3", H-4", H-6", H-7") na regido de & 7,50—7,90, caracteristica
de compostos aromaticos, juntamente com a desprotecdo dos sinais referentes aos H-3

(6 4,34), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esté ligado a um grupo 4-bromobenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo dois secundarios na regidao de o
131,63 (C-3"e C-7") e 131,07 (C-4" e C-6") e trés quaternarios (C-1", C-2" e C-5") em
165,86, 129,38 e 127,88, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,34,
referente ao H-3 com o sinal em 6 165,86, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢ao
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucao, em conformidade com a féormula molecular C,sH3sBrNOs,
[M + H]" 480,2102, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 13. Dados de RMN do derivado 3-O-(4-bromobenzoil)cassina (52) em CDCl;.

3-0O-(4-bromobenzoil)cassina (52)

iy 4
SN
-
H
Posicdo  'H 6y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢ (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,61 qt(7,1) 57,34 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 434q 67,43 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 2,02m 24,84 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,52 m 25,69 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2,87 m 56,03 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,35d (7,1) 14,27 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,52 m 32,19 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2 1,22 26,38 CH, H-6, H-2' H-1" H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,22 29,47° CH, H-2' H-1'b
4 1,22 29,40° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,22 29,50° CH, H-3'
6' 1,22 29,62° CH, H-4'
7 1,22 29,37° CH, H-5'
8 1,22 29,68° CH, H-6'
9 1,52 qt (7.4) 23,83 CH, H-10' H-7'
10" 2,37 t(7.4) 43,78 CH, H-9' H-8'
11 - 209,38 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,10's 29,84 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 165,86 C - - H-7"
2" - 129,38 C - - H-3", H-7"
3" 7,54 dd (8,5) 131,63 CH H-4" H-3" H-4", H-7"
4" 7,87 dd (8,5) 131,07 CH H-3" H-4" H-3", H-6"
5" - 127,88 C - - H-4", H-6"
6" 7,87 dd (8,5) 131,07 CH H-7" H-6" H-4", H-7"
7" 7,54 dd (8,5) 131,63 CH H-6" H-7" H-6"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8rms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); gt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.9 Elucidacgao estrutural do derivado 53

3-0-(2-clorobenzoil)cassina (53): 6leo amarelo (42,1 mg); CCD R, 0,91 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 436,2614 [M + H]", calculado para
CysH33CINO;, 436,2613 (A —0,2 ppm); EM/EM-IES m/z 436 [M + H] e 280 [M + H —
CIH4C4COOH]"; '"H RMN (CDCls, 400 MHz) & 7,82 (1H, dd, J = 7,5 Hz, H-7""), 7,45
(1H, dd, J = 7,5 Hz, H-4"), 7,42 (1H, ddd, J = 7,5; 2,0 Hz, H-5""), 7,37 (1H, ddd, J =
7,5; 2,0 Hz, H-6"), 4,41 (1H, q, H-3), 4,13 (1H, qt, J = 6,4 Hz, H-2), 3,55 (1H, m, H-
6), 2,43 2H, t, J=17,4, H-10"), 2,15 (3H, s, H-12"), 1,92 (2H, m, H-4), 1,74 (2H, m, H-
1), 1,59 (2H, qt, J = 7,4 Hz, H-9°), 1,45 (2H, m, H-5), 1,23 (14H, m, H-2’-H-8"), 1,16
(3H, d, J= 6,4 Hz, H-7); *C NMR (CDCls, 100 MHz) 209,55 (C, C-11°"), 168,50 (C,
C-17), 131,92 (CH, C-5"’), 131,13 (CH, C-3""), 130,73 (CH, C-7""), 130,43 (CH, C-
2”%), 129,97 (CH, C-4""), 127,18 (CH, C-6"’), 72,70 (CH, C-3), 54,25 (CH, C-2), 53,44
(CH, C-6), 43,84 (CH,, H-10"), 34,70 (CH,, C-17), 29,88 (CH3;, C-12°), 29,70° (CH,, C-
8), 29,65° (CH,, C-6"), 29,59° (CH,, C-5"), 29,53° (CH,, C-3%), 29,39° (CH,, C-4"),
29,17° (CHy, C-77), 27,42 (CH,, C-27), 26,35 (CH,, C-5), 23,88 (CH,, C-4), 23,84 (CHa,
C-9’), 14,87 (CH;, C-7). “Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado

(ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(2-clorobenzoil)cassina (53) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,5H33CINO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 436,2614 [M + H]", calculado

para C,sH3oCINO; ', 436,2613 (A -0,2 ppm) (Figura 51).
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Figura 51. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(2-clorobenzoil)cassina (53).
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Quando o sinal de m/z 436 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢do neutra de 4acido
2-clorobenzoico (156 u) (Figura 52). Também foi observado um sinal de m/z 139 que

foi atribuido a formagao do ion acilio (Figura 69).

Figura 52. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(2-clorobenzoil)cassina (53).
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A andlise dos espectros de RMN de 53 (Apéndice K) (Tabela 14) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-4"-H-7") na regido de o6 7,30-7,90, caracteristica de
compostos aromadticos, juntamente com a desprote¢do dos sinais referentes aos H-3 (o

4,41), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo 2-clorobenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
127,0-132,0 (C-4"- C-7") e trés quaternarios (C-1"-C-3") em 168,50, 130,43 e¢ 131,13,
respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacao do sinal em 6 4,41,
referente ao H-3 com o sinal em 6 168,50, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢do
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucao, em conformidade com a férmula molecular C,sH3gCINO3,
[M + H]" 436,2614, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 14. Dados de RMN do derivado 3-O-(2-clorobenzoil)cassina (53) em CDCl;.

3-0O-(2-clorobenzoil)cassina (53)

4
|
H
Posicdo  'H dy“mult.” (/ em Hz) BC §¢* (mult.)” DEPT COSY HSQC HMBC
2 4,13 qt (6,4) 5425 CH H-3,H-7 H-2 H-4,H-7
3 441 q 72,70 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,92 m 23,88 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,45 m 26,35 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,55m 53,44 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,16 d (6,4) 14,87 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
1 1,74 m 34,70 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2 1,23 27,42 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,23 29,53 CH, H-2' H-1
g 1,23 29,39 CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,23 29,59 CH, H-3'
6' 1,23 29,65 CH, H-4'
7 1,23 29,17 CH, H-5'
8 1,23 29,70 CH, H-6'
9 1,59 qt (7,4) 23,84 CH, H-10' H-7'
10" 2,43 t(7,4) 43,84 CH, H-9' H-8'
11 - 209,55 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,15s 29,88 CH, H-12' H-10' H-9', H-12'
" - 168,50 C - - H-7"
2" - 130,43 C - - H-4", H-6", H-7"
3" - 131,13 C - - H-4", H-5", H-7"
4" 7,45 dd (7,5) 129,97 CH H-5", H-6" H-4" H-5", H-6"
5" 7,42 ddd (7.,5; 2,0) 131,92 CH H-4", H-6", H-7" H-5" H-4", H-6", H-7"
6" 7,37 ddd (7.5; 2,0) 127,18 CH H-4" H-5", H-7" H-6" H-4" H-5", H-7"
7" 7,82 dd (7,5) 130,73 CH H-5", H-6" H-7" H-5", H-6"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(dtms 0,00). bMultiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.10 Elucidacao estrutural do derivado 54

3-0-(3-clorobenzoil)cassina (54): 6leo amarelo (46,7 mg); CCD R, 0,91 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 436,2611 [M + H]", calculado para
CysH33CINO;, 436,2613 (A 0,4 ppm); EM/EM-IES m/z 436 [M + H] e 280 [M + H —
CIH4C4COOH]"; 'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 8,51 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-7""), 8,34
(1H, s, H-3""), 7,47 (1H, ddd, J = 7,8 Hz, H-6""), 7,36 (1H, dd, J = 7,8 Hz, H-5""), 4,18
(1H, q, J = 6,8 Hz, H-3), 3,43 (1H, qt, J = 6,8 Hz, H-2), 3,08 (1H, m, H-6), 2,41 (2H, t,
J=17,5,H-10%), 2,13 (3H, s, H-12"), 2,04 (2H, m, H-4), 1,76 (6H, m, H-1°, H-9’, H-5),
1,60 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-7), 1,25 (14H, m, H-2’~H-8"); *C NMR (CDCls, 100 MHz)
6203,57 (C, C-117"), 164,82 (C, C-17"), 134,58 (C, C-2""), 133,60 (CH, C-5""), 130,65
(C, C-4), 130,34 (CH, C-6"), 130,06 (CH, C-3""), 129,21 (CH, C-7""), 64,30 (CH, C-
3), 58,13 (CH, C-2), 55,07 (CH, C-6), 43,80 (CH,, H-10’), 33,75 (CH,, C-1’), 29,87
(CH3, C-12), 29,50° (CH,, C-8”), 29,39° (CH,, C-6°), 29,36° (CH,, C-5), 29,30° (CH,,
C-37), 29,24° (CH,, C-4°), 28,89° (CH,, C-7°), 27,85 (CHa, C-2’), 25,94 (CH,, C-5),
23,85 (CH,, C-4), 22,60 (CH,, C-9%), 15,67 (CH;, C-7). “Valor atribuido com base no
deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar

interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(3-clorobenzoil)cassina (54) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,sH33CINO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 436,2611 [M + H]", calculado

para CysH3oCINO;", 436,2613 (A 0,4 ppm) (Figura 53).
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Figura 53. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(3-clorobenzoil)cassina (54).
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Quando o sinal de m/z 436 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),

foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢do neutra de 4acido

3-clorobenzoico (156 u) (Figura 54). Também foi observado um sinal de m/z 139 que

foi atribuido a formagao do ion acilio (Figura 69).

Figura 54. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(3-clorobenzoil)cassina (54).
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A analise dos espectros de RMN de 54 (Apéndice L) (Tabela 15) permitiu

observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-

cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de

hidrogénio adicionais (H-3", H-5", H-6" e H-7") na regido de ¢ 7,30-8,60, caracteristica

de compostos aromaticos, juntamente com a desprotecao dos sinais referentes aos H-3

(6 4,18), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esté ligado a um grupo 3-clorobenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
129,0-131,0 (C-3", C-5", C-6" e C-7") e trés quaternarios (C-1", C-2" e C-4") em
164,82, 134,58 e 130,65, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,18,
referente ao H-3 com o sinal em 6 164,82, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢ao
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucao, em conformidade com a férmula molecular C,sH3gCINO3,
[M+H]" 436,2611, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 15. Dados de RMN do derivado 3-O-(3-clorobenzoil)cassina (54) em CDCl;.

3-O-(3-clorobenzoil)cassina (54)

6"

iy 4 >
o 8, 2 4 6 8 10, (1:2H3
H o)
Posi¢do  'H 8y“mult.” (J em Hz) BC §¢* (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC

2 3,43 qt (6,8) 58,13 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,18 q (6,8) 64,30 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 2,04 m 23,85 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,76 m 25,94 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,08 m 55,07 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,60 d (6,8) 15,67 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,76 m 33,75 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,25 27,85 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,25 29,24° CH, H-2' H-1b
4 1,25 29,14 CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,25 29,30° CH, H-3'
6 1,25 29,37° CH, H-4'
7 1,25 28,90° CH, H-5'
8! 1,25 29,50° CH, H-6'
9' 1,76 qt (7,5) 22,60 CH, H-10' H-7'
10' 2,41t (7,5) 43,80 CH, H-9' H-8'
11 - 203,57 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,13's 29,87 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 164,82 C - - H-7"
2" - 134,58 C - - H-3", H-6", H-7"
3" 8,34 s 130,06 CH H-3" H-5", H-7"
4" - 130,65 C - - H-3", H-5", H-6"
5" 7,36 dd (7.8) 133,60 CH H-6", H-7" H-5" H-6"
6" 7,47 ddd (7,8) 130,34 CH H-5", H-7" H-6" H-5", H-7"
7" 8,51dd (7.8) 129,21 CH H-5", H-6" H-7" H-6"

%0s experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8tms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.11 Elucidagao estrutural do derivado 55

3-0-(4-clorobenzoil)cassina (55): 6leo amarelo (49,8 mg); CCD R, 0,91 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 436,2610 [M + H]", calculado para
CysH33CINO;, 436,2613 (A 0,7 ppm); EM/EM-IES m/z 436 [M + H] e 280 [M + H —
CIH4C4COOH]"; '"H RMN (CDCl;, 400 MHz) & 8,40 (2H, dd, J = 8.,6; 2,4, H-4"* ¢ H-
6’’), 7,42 (2H, dd, J = 8,6 Hz, H-3"’ ¢ H-7"), 4,15 (1H, q, H-3), 3,41 (1H, J = 6,4 Hz,
m, H-2), 3,05 (1H, m, H-6), 2,39 (2H, t, J = 7,2, H-10"), 2,11 (3H, s, H-12"), 1,91 (4H,
m, H-4 ¢ H-1"), 1,75 (4H, m, H-5, H-9), 1,53 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-7), 1,24 (14H, m,
H-2’-H-8’); C NMR (CDCl;, 100 MHz) & 209,40 (C, C-11"), 165,10 (C, C-1"),
140,08 (C, C-57"), 132,16 (C, C-3"’ ¢ C-7""), 130,99 (C, C-2""), 128,88 (C, C-4’’ ¢ C-
6’’), 68,72 (CH, C-3), 57,91 (CH, C-2), 54,98 (CH, C-6), 43,79 (CH,, H-10"), 33,74
(CHy, C-1"), 29,86 (CH3, C-127), 29,53° (CH,, C-8°), 29,42° (CH,, C-6’), 29,37° (CH,,
C-5%), 29,31° (CH,, C-3”), 29,24° (CH,, C-4°), 29,14° (CH,, C-7°), 27,99 (CH,, C-2%),
25,94 (CH,, C-5), 23,87 (CH,, C-4), 22,85 (CH,, C-9%), 15,75 (CH;, C-7). “Valor
atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e

podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(4-clorobenzoil)cassina (55) foi analisado por espectrometria
em massas de alta resolucdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,5sH33CINO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 436,2610 [M + H]", calculado

para C,sH39CINO; ", 436,2613 (A 0,7 ppm) (Figura 55).
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Figura 55. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(4-clorobenzoil)cassina (55).
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Quando o sinal de m/z 436 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢do neutra de 4acido
4-clorobenzoico (156 u) (Figura 56). Também foi observado um sinal de m/z 139 que

foi atribuido a formagao do ion acilio (Figura 69).

Figura 56. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(4-clorobenzoil)cassina (55).
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A andlise dos espectros de RMN de 55 (Apéndice M) (Tabela 16) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-3", H-4", H-6", H-7") na regido de ¢ 7,40-8,40, caracteristica
de compostos aromaticos, juntamente com a desprotecdo dos sinais referentes aos H-3

(0 4,15), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo 4-clorobenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
128,0-133,0 (C-3", C-4", C-6" e C-7") e trés quaternarios (C-1", C-2", C-5") em 165,10,
130,99 e 140,08, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacao do sinal em 6 4,15,
referente ao H-3 com o sinal em 6 165,10, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢do
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucao, em conformidade com a férmula molecular C,sH3gCINO3,
[M+H]" 436,2610, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 16. Dados de RMN do derivado 3-O-(4-clorobenzoil)cassina (55) em CDCl;.

3-O-(4-clorobenzoil)cassina (55)

Ky
S
W T
H
Posi¢do  'H 8y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢* (mult.) DEPT COSY HSQC HMBC

2 3,41 qt (6,4) 57,91 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,15 q 68,72 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,91 m 23,87 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,75 m 25,94 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,05 m 54,98 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,53 d (6,4) 15,75 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,91 m 33,74 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,24 27,99 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,24 29,31¢ CH, H-2' H-1'
4 1,24 29,24° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5' 1,24 29,37° CH, H-3'
6' 1,24 29,42¢ CH, H-4'
7 1,24 29,14° CH, H-5'
8' 1,24 29,53¢ CH, H-6'
9' 1,75 qt (7.2) 22,85 CH, H-10' H-7'
10' 2,39t(7,2) 43,79 CH, H-9' H-8'
1 - 209,40 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12! 2,11s 29,86 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 165,10 C - - H-7"
2" - 130,99 C - - H-3", H-7"
3" 8,40 dd (8,6; 2,4) 132,16 CH H-4" H-3" H-4", H-7"
4" 7,42 dd (8,6) 128,88 CH H-3" H-4" H-3", H-6"
5" - 140,08 C - - H-4", H-6"
6" 7,42 dd (8,6) 128,88 CH H-7" H-6" H-4", H-7"
7" 8,40 dd (8,6; 2,4) 132,16 CH H-6" H-7" H-6"

%0s experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8tms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.12 Elucidacao estrutural do derivado 56

3-0-(2-metilbenzoil)cassina (56): o6leo amarelo (34,8 mg); CCD R, 0,92 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 416,3158 [M + H]", calculado para
Ca6H4NO;3, 416,3159 (A 0,2 ppm); EM/EM-IES m/z 416 [M + H] ¢ 280 [M + H —
H,C,COOH]"; '"H RMN (CDCls, 400 MHz) § 8,21 (1H, dd, J = 7,7 Hz, H-7"), 8,11
(1H, d, J=17,7 Hz, H-5""), 7,91 (1H, ddd, J = 7,7 Hz, H-6’"), 7,31 (1H, ddd, J = 7,7 Hz,
H-4""), 4,38 (1H, q, H-3), 3,65 (1H, qt, /= 6,8 Hz, H-2), 3,24 (1H, m, H-6), 2,39 (2H, t,
J=1,2,H-10"), 2,33 (3H, s, H-8""), 2,12 (3H, s, H-12"), 2,03 (2H, m, H-4), 1,87 (2H,
m, H-1"), 1,69 (2H, qt, J = 7,2, H-9’), 1,50 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-7), 1,37 (2H, m, H-5),
1,19 (14H, m, H-2’-H-8’); *C NMR (CDCl;, 100 MHz) & 209,57 (C, C-11""), 166,07
(C, C-17), 137,77 (C, C-3"), 133,01 (CH, C-5""), 130,66, (C, C-2*"), 130,47 (CH, C-
4°7), 128,03 (CH, C-7""), 127,05 (CH, C-6"), 68,95 (CH, C-3), 57,14 (CH, C-2), 54,59
(CH, C-6), 43,78 (CH,, H-10"), 33,11 (CH,, C-17), 29,80 (CH3;, C-12°), 29,39° (CH,, C-
8), 29,35° (CH,, C-6"), 29,32° (CH,, C-5"), 29,31° (CH,, C-3%), 29,18° (CH,, C-4"),
29,11° (CHy, C-77), 27,97 (CH,, C-27), 25,40 (CH,, C-5), 23,84 (CH,, C-4), 21,27 (CHa,
C-9’), 21,17 (CH;, C-87), 15,57 (CH;, C-7). “Valor atribuido com base no
deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar

interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(2-metilbenzoil)cassina (56) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular CysH4;NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 416,3158 [M + H]", calculado

para CosH4oNOs", 416,3159 (A 0,2 ppm) (Figura 57).
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Figura 57. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(2-metilbenzoil)cassina (56).
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Quando o sinal de m/z 416 foi submetido a anélise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido
2-metilbenzoico (136 u) (Figura 58). Também foi observado um sinal de m/z 119 que

foi atribuido a formagdo do ion acilio (Figura 69).

Figura 58. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (-)-3-O-(2-metilbenzoil)cassina (56).
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A andlise dos espectros de RMN de 57 (Apéndice O) (Tabela 17) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-4"-H-7") na regido de o 7,30-8,30, caracteristica de
compostos aromaticos € um singleto em d 2,33 integrando para 3H (H-8"), juntamente
com a desprotecao dos sinais referentes aos H-3 (6 4,38), leva a concluir que o oxigénio

de C-3 esta ligado a um grupo 2-metilbenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de oito sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um primario ¢ 21,17 (C-8"),
quatro secundarios na regiao de 6 127,0-134,0 (C-4—-C-7") e trés quaternarios (C-1", C-
2"e C-3")em 166,07, 130,66 ¢ 137,77, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reagdo ocorreu no local desejado, observando a correlagdo do sinal em & 4,38,
referente ao H-3 com o sinal em & 166,07, referente ao com o C-1" (C=0) da fung¢ao
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugdo, em conformidade com a formula molecular C,cH4NOs3,
[M + H]" 416,3152, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 17. Dados de RMN do derivado 3-O-(2-metilbenzoil)cassina (56) em CDCl;.

3-0-(2-metilbenzoil)cassina (56)

4
|
H
Posicdo  'H dy“mult.” (/ em Hz) BC §¢* (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,65 qt (6,8) 57,14 CH H-3,H-7 H-2 H-4,H-7
3 4,38 q 68,95 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 2,03 m 23,84 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,37 m 25,40 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 324 m 54,49 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,50 d (6,8) 15,57 CH, H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
1 1,87 m 33,11 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2’ 1,19 27,97 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,19 29.31° CH, H-2' H-1
g 1,19 29,18° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,19 29,32° CH, H-3'
6' 1,19 29.35¢ CH, H-4'
7 1,19 29,11° CH, H-5'
8 1,19 29.39¢ CH, H-6'
9 1,69 qt (7,2) 21,27 CH, H-10' H-7'
10" 2,39 t(7,2) 43,78 CH, H-9' H-8'
11 - 209,57 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,125 29.80 CH, H-12' H-10' H-9', H-12'
" - 166,07 C - - H-7"
2" - 130,66 C - - H-4", H-6", H-7"
3" - 137,77 C - - H-4", H-5", H-7"
4" 7,31 dt (7,7) 130,47 CH H-5", H-6" H-4" H-5", H-6"
5" 8,11dd (7,7) 133,01 CH H-4", H-6", H-7" H-5" H-4", H-6", H-7"
6" 7,90 dd (7,7) 127,05 CH H-4", H-5", H-7" H-6" H-4" H-5", H-7"
7" 8,21dd 7,7) 128,03 CH H-5", H-6" H-7" H-5", H-6"
8" 233s 21,27 CH, H-8" H-4"

*0s experimentos de RMN foram realizados a 400 e 100 MHz para 'H e *C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagdo ao padrdo interno TMS
(81ms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto). ¢ Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado

(ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora.
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5.3.13 Elucidagao estrutural do derivado 57

3-0-(3-metilbenzoil)cassina (57): o6leo amarelo (39,6 mg); CCD R, 0,92 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 416,3152 [M + H]", calculado para
Ca6H4NO;3, 416,3159 (A 1,7 ppm); EM/EM-IES m/z 416 [M + H] ¢ 280 [M + H —
H,C,COOH]"; "H RMN (CDCls, 400 MHz) & 8,21 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-7"), 8,11 (1H,
s, H-3""), 7,91 (1H, ddd, J = 7,7 Hz, H-5""), 7,31 (1H, dd, J = 7,7 Hz, H-6""), 4,38 (1H,
J=6,8 Hz, q, H-3), 3,65 (1H, qt, J = 6,8 Hz, H-2), 3,24 (1H, m, H-6), 2,39 (2H, t, J =
7,2, H-10"), 2,33 (3H, s, H-8"), 2,12 (3H, s, H-12"), 2,03 (2H, m, H-4), 1,88 (2H, m, H-
1), 1,68 2H, qt, J = 7,2, H-9°), 1,50 3H, d, J = 6,8 Hz, H-7), 1,37 (2H, m, H-5), 1,14
(14H, m, H-2’-H-8"); *C NMR (CDCl;s, 100 MHz) & 209,61 (C, C-11""), 171,68 (C, C-
1’’), 137,80 (C, C-27’), 133,05 (CH, C-5’), 130,70 (C, C-4>’), 130,51 (CH, C-6"),
128,07 (CH, C-3""), 127,08 (CH, C-7"), 68,98 (CH, C-3), 57,18 (CH, C-2), 54,62 (CH,
C-6), 43,81 (CH,, H-10"), 33,14 (CH,, C-17), 29,84 (CH3, C-12°), 29,43 (CH,, C-8°),
29,38° (CH,, C-6), 29,36° (CH,, C-5), 29,34° (CH,, C-3°), 29,21° (CH,, C-4°), 29,15°
(CHy, C-7°), 28,00 (CH,, C-27), 25,44 (CH,, C-5), 23,58 (CH,, C-4), 23,42 (CH,, C-9°),
21,31 (CH3, C-8%), 15,61 (CHj;, C-7). “Valor atribuido com base no deslocamento

quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(3-metilbenzoil)cassina (57) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,sH41NOs3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 416,3152 [M + H]", calculado

para CosH4oNOs", 416,3159 (A 1,7 ppm) (Figura 59).
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Figura 59. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(3-metilbenzoil)cassina (57).
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Quando o sinal de m/z 416 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢do neutra de 4acido
3-metilbenzoico (136 u) (Figura 60). Também foi observado um sinal de m/z 119 que

foi atribuido a formagao do ion acilio (Figura 69).

Figura 60. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(3-metilbenzoil)cassina (57).
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A andlise dos espectros de RMN de 57 (Apéndice O) (Tabela 18) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-3", H-5", H-6", H-7") na regido de ¢ 7,30-8,30, caracteristica

de compostos aromaticos e um singleto em & 2,33 integrando para 3H (H-8"),
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juntamente com a desprotecao dos sinais referentes aos H-3 (6 4,38), leva a concluir que
o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo 3-metilbenzoila.

No RMN de "C foi observado o aparecimento de oito sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um primario ¢ 21,31 (C-8"),
quatro secundarios na regido de & 127,0-134,0 (C-3", C-5", C-6" e C-7") e trés
quaternarios (C-1", C-2" e C-4") em 171,68, 137,80 e 130,70, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reagdo ocorreu no local desejado, observando a correlagdo do sinal em & 4,38,
referente ao H-3 com o sinal em & 171,68, referente ao com o C-1" (C=0) da fung¢ao
éster.

As extensoes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugdo, em conformidade com a formula molecular C,cH4NOs3,
[M + H]" 416,3152, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 18. Dados de RMN do derivado 3-O-(3-metilbenzoil)cassina (57) em CDCl;.

3-0O-(3-metilbenzoil)cassina (57)

iy 4
5 : . . : . 12'
o 6////,,, 2 4 8 8 10 11.-CHs
H o)
Posicdo  'H 6y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢* (mult.) DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,65 qt (6,8) 57,18 CH H-3,H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,38 q (6,8) 68,98 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 2,03 m 23,58 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,37 m 25,44 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 324m 54,62 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,50 d (6,8) 15,61 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,88 m 33,14 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,14 28,00 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,14 29,34° CH, H-2' H-1b
4 1,14 29,21¢ CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,14 29,36° CH, H-3'
6 1,14 29,38° CH, H-4'
7 1,14 29,15° CH, H-5'
8! 1,14 29,43 CH, H-6'
9' 1,68 qt (7,2) 23,42 CH, H-10' H-7'
10' 2,39t(7,2) 43,81 CH, H-9' H-8'
11 - 209,61 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,12's 29,84 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 171,68 C - - H-7"
2" - 137,80 C - - H-3", H-6", H-7"
3" 8,11s 128,07 CH H-3" H-5", H-7"
4" - 130,70 C - - H-3", H-5", H-6"
5" 7,91 ddd (7,7) 133,05 CH H-6", H-7" H-5" H-6"
6" 7,31dd (7,7) 130,51 CH H-5", H-7" H-6" H-5", H-7"
7" 8,21d(7,7) 127,08 CH H-5", H-6" H-7" H-6"
8" 2,335 21,31 CH; H-8" H-3", H-5"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(dtms 0,00). bMultiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna. 111
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5.3.14 Elucidacao estrutural do derivado 58

3-0-(4-metilbenzoil)cassina (58): o6leo amarelo (37,0 mg); CCD R, 0,92 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 416,3164 [M + H]", calculado para
Ca6H4NO3, 416,3159 (A —1,2 ppm); EM/EM-IES m/z 416 [M + H]" e 280 [M + H —
H,C,COOH]"; "H RMN (CDCls, 400 MHz) & 8,02 (2H, dd, J = 7,9 Hz, H-3>> ¢ H-7""),
7,23 (2H, dd, J=7,9 Hz, H-4”’ ¢ H-6""), 4,38 (1H, q, J = 6,6 Hz, H-3), 3,58 (1H, qt, J =
6,6 Hz, H-2), 3,19 (1H, m, H-6), 2,40 (2H, t, J = 7,2 Hz, H-10), 2,38 (3H, s, H-8""),
2,14 (3H, s, H-12°), 2,04 (2H, m, H-4), 1,84 (2H, m, H-1"), 1,70 (2H, qt, J = 7,2 Hz,
H-9%), 1,53 (2H, m, H-5), 1,48 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-7), 1,29 (14H, m, H-2’-H-8");
BCNMR (CDCls;, 100 MHz) § 209,48 (C, C-11""), 165,99 (C, C-1), 142,40 (C, C-
57), 129,98 (CH, C-3 e C-7""), 128,83 (CH, C-4 e C-6""), 126,75 (C, C-2"), 68,84
(CH, C-3), 57,11 (CH, C-2), 54,57 (CH, C-6), 43,84 (CH,, H-10"), 32,00 (CH,, C-1"),
29,87 (CH;, C-12%), 29,78° (CH,, C-8”), 29,44° (CH,, C-6), 29,40° (CH,, C-5"), 29,28°
(CHy, C-3%), 29,24° (CH,, C-4%), 29,20° (CH,, C-7"), 25,53 (CH,, C-2"), 23,91 (CH,, C-
5), 23,54 (CH,, C-4), 22,77 (CH,, C-9°), 21,64 (CH3, C-8”), 14,41 (CHs, C-7). “Valor
atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e

podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(4-metilbenzoil)cassina (58) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,sH41NOs3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 416,3164 [M + H]", calculado

para CaH4oNO3 ", 416,3159 (A —1,2 ppm) (Figura 61).
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Figura 61. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (-)-3-O-(4-metilbenzoil)cassina (58).
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Quando o sinal de m/z 416 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢do neutra de 4acido
4-metilbenzoico (136 u) (Figura 62). Também foi observado um sinal de m/z 119 que

foi atribuido a formagao do ion acilio (Figura 69).

Figura 62. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(4-metilbenzoil)cassina (58).
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A andlise dos espectros de RMN de 58 (Apéndice P) (Tabela 19) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-3", H-4", H-6", H-7") na regido de & 7,20-8,10, caracteristica

de compostos aromaticos e um singleto em & 2,38 integrando para 3H (H-8"),
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juntamente com a desprotecao dos sinais referentes aos H-3 (6 4,38), leva a concluir que
o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo 4-metilbenzoila.

No RMN de "C foi observado o aparecimento de oito sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo um primario ¢ 21,64 (C-8"),
quatro secundarios na regido de & 128,0-130,0 (C-3", C-4", C-6" e C-7") e trés
quaternarios (C-1", C-2" e C-5") em 165,99, 126,75 e 142,40, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reagdo ocorreu no local desejado, observando a correlagdo do sinal em & 4,38,
referente ao H-3 com o sinal em & 165,99, referente ao com o C-1" (C=0) da fung¢ao
éster.

As extensoes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolugdo, em conformidade com a formula molecular C,cH4NOs3,
[M + H]" 416,3152, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 19. Dados de RMN do derivado 3-O-(4-metilbenzoil)cassina (58) em CDCls.

3-0O-(4-metilbenzoil)cassina (58)

HsC._ 5" 0
gn
4" K.
e
0
\\\\\\\ ///”n
HsC' N g
7
H
Posicdo  'H 6y“ mult.” (J em Hz) B¢ 8¢* (mult.) DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,58 qt (6,6) 57,11 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,38 q (6,6) 68,84 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 2,04 m 23,54 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,53 m 23,91 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,19m 54,57 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,48 d (6,6) 14,41 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,84 m 32,00 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2 1,29 25,53 CH, H-6, H-2' H-1" H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,29 29,28° CH, H-2' H-1'b
4 1,29 29,24° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,29 29,40° CH, H-3'
6' 1,29 29,44° CH, H-4'
7 1,29 29,20° CH, H-5'
8 1,29 29,78° CH, H-6'
9 1,70 qt (7,2) 22,77 CH, H-10' H-7'
10" 2,40 t(7.2) 43,84 CH, H-9' H-8'
11 - 209,48 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,14 s 29,87 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 165,99 C - - H-7"
2" - 126,75 C - - H-3", H-7"
3" 8,02 dd (7,9) 129,98 CH H-4" H-3" H-4", H-7"
4" 7,23 dd (7,9) 128,83 CH H-3" H-4" H-3", H-6"
5" - 142,40 C - - H-4", H-6"
6" 7,23 dd (7.9) 128,83 CH H-7" H-6" H-4", H-7"
7" 8,02 dd (7.,9) 129,98 CH H-6" H-7" H-6"
8" 2,38s 21,64 CH; H-8" H-4", H-6"

%0s experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8rms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.15 Elucidagao estrutural do derivado 59

3-0-(2-nitrobenzoil)cassina (59): 6leo amarelo (45,3 mg); CCD R, 0,93 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 4472861 [M + H]", calculado para
CysH3sN,0s, 447,2853 (A —1,8 ppm); EM/EM-IES m/z 447 [M + H] e 280 [M + H —
NO,H,CsCOOH]"; '"H RMN (CDCl;, 400 MHz) & 7,82 (1H, ddd, J = 7,6; 1,1 Hz, H-
6°"), 7,78 (1H, ddd, J = 7,6; 1,1 Hz, H-4"), 7,62 (3H, dd, J = 7,6 Hz, H-7"), 7,56 (1H,
dd, J = 7,6 Hz, H-5"), 5,22 (1H, q, J = 6,2 Hz, H-3), 3,33 (1H, qt, J = 6,2 Hz, H-2),
3,09 (1H, m, H-6), 2,40 (2H, t, /= 7,4 Hz, H-10"), 2,12 (3H, s, H-12"), 1,95 (2H, m, H-
4), 1,82 (2H, m, H-17), 1,68 (2H, qt, J = 7,4 Hz, H-9°), 1,51 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-7),
1,38 (2H, m, H-5), 1,21 (14H, m, H-2’~H-8); *C NMR (CDCls;, 100 MHz) & 210,00
(C, C-117), 169,29 (C, C-17"), 148,63 (C, C-3"), 132,78 (CH, C-5""), 131,44 (CH, C-
6’’), 130,10 (C, C-2""), 129,11 (CH, C-7"), 123,76 (CH, C-4""), 66,40 (CH, C-3), 58,20
(CH, C-2), 56,97 (CH, C-6), 43,96 (CH,, H-10"), 30,33 (CH,, C-17), 29,98 (CHj3, C-
127), 29,50 (CH,, C-8), 29,46 (CH,, C-6’), 29,40 (CH,, C-5"), 29,30 (CH,, C-37), 29,26
(CH,, C-4), 29,21 (CH,, C-7"), 26,37 (CH,, C-27), 25,32 (CH,, C-5), 23,99 (CH,, C-4),
22,65 (CH,, C-9%), 15,74 (CH3, C-7). “Valor atribuido com base no deslocamento

quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(2-nitrobenzoil)cassina (59) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C;sH3sN,Os, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 447,2861 [M + H]", calculado

para C»sH39N2Os', 447,2853 (A —1,8 ppm) (Figura 63).
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Figura 63. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (—)-3-O-(2-nitrobenzoil)cassina (59).
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Quando o sinal de m/z 447 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido

2-nitrobenzoico (167 u) (Figura 64).

Figura 64. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(2-nitrobenzoil)cassina (59).
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A andlise dos espectros de RMN de 59 (Apéndice Q) (Tabela 20) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-4"-H-7") na regido de 6 7,50-7,90, caracteristica de
compostos aromaticos, juntamente com a desprotecao dos sinais referentes aos H-3 (o

5,22), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo 2-nitrobenzoila.

117



No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
123,0-149,0 (C-4"- C-7") e trés quaternarios (C-1"-C-3") em 169,29, 130,10 e 148,63,
respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 5,22,
referente ao H-3 com o sinal em 6 169,29, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢do
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucdo, em conformidade com a formula molecular C,sH3sN>Os,
[M + H]™ 447,2861 para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 20. Dados de RMN do derivado 3-O-(2-nitrobenzoil)cassina (59) em CDCl;.

3-O-(2-nitrobenzoil)cassina (59)

4
|
H
Posi¢do  'H 8y* mult.” (J em Hz) BC 8" (mult.)’ DEPT COSY HSQC HMBC
2 3,33 qt (6,2) 58,20 CH H-3,H-7 H-2 H-4, H-7
3 5,22q(6,2) 66,40 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,95 m 23,99 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,38 m 25,32 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,09 m 56,97 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,51 d (6,2) 15,74 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,82 m 30,33 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,21 26,27 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,21 29,30° CH, H-2' H-1
4 1,21 29,26° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5 1,21 29,40° CH, H-3'
6' 1,21 29,46° CH, H-4'
7 1,21 29,21¢ CH, H-5'
8! 1,21 29,50° CH, H-6'
9' 1,68 qt (7,4) 22,65 CH, H-10' H-7'
10' 2,40 t (7,4) 43,96 CH, H-9' H-8'
11 - 210,00 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12' 2,12's 29,98 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 169,29 C - - H-7"
2" - 130,10 C - - H-4", H-6", H-7"
3" - 148,63 C - - H-4", H-5", H-7"
4" 7,78 ddd (7,6; 1,1) 123,76 CH H-5", H-6" H-4" H-5", H-6"
5" 7,56 dd (7,6) 132,78 CH H-4", H-6", H-7" H-5" H-4", H-6", H-7"
6" 7,82 ddd (7,6; 1,1) 131,44 CH H-4", H-5", H-7" H-6" H-4", H-5", H-7"
7" 7,62 dd (7,6) 129,11 CH H-5", H-6" H-7" H-5", H-6"

%0s experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8tms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.16 Elucidacao estrutural do derivado 60

3-O-(3-nitrobenzoil)cassina (60): 6leo amarelo (41,9 mg); CCD R, 0,93 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 4472849 [M + H]", calculado para
CysH3sN,0s, 447,2853 (A 0,9 ppm); EM/EM-IES m/z 447 [M + H] e 280 [M + H —
NO,H,CsCOOH]"; '"H RMN (CDCls, 400 MHz) & 8,87 (1H, d, J= 8,2 Hz, H-7""), 8,44
(1H, s, H-3""), 8,38 (1H, dd, J = 8,2 Hz, H-5""), 7,67 (1H, dd, J = 8,2 Hz, H-6""), 4,16
(1H, q, J= 6,0 Hz, H-3), 3,68 (1H, qt, J = 6,0 Hz, H-2), 2,63 (1H, m, H-6), 2,41 (2H, t,
J=1,5,H-10%), 2,13 (3H, s, H-12), 1,94 (2H, m, H-4), 1,84 (2H, m, H-5), 1,58 (2H, qt,
J =15 Hz, H-9’), 1,54 (2H, m, H-1"), 1,24 (14H, m, H-2’-H-8’), 1,15 (3H, d, H-7);
PC NMR (CDCl;, 100 MHz) & 203,63 (C, C-11""), 163,89 (C, C-1), 148,40 (C, C-
4>°), 135,64 (CH, C-7), 129,85 (C, C-2”’), 129,67 (CH, C-6"), 127,67 (CH, C-5’),
125,06 (CH, C-3”’), 64,29 (CH, C-3), 53,23 (CH, C-2), 52,41 (CH, C-6), 43,80 (CH,,
H-107), 33,75 (CH,, C-17), 29,86 (CH3, C-12°), 29,70° (CH,, C-8°), 29,34° (CH,, C-6"),
29,27° (CHa, C-5°), 29,21° (CH,, C-3%), 29,13 (CH,, C-4), 29,00° (CH,, C-7"), 26,28
(CHy, C-2°), 25,96 (CH,, C-5), 24,84 (CH,, C-4), 23,83 (CH,, C-9°), 14,12 (CH3, C-7).
‘Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v. 12)

e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(3-nitrobenzoil)cassina (60) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C;sH3sN,Os, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 447,2849 [M + H]", calculado

para CasH3sN2Os', 447,2853 (A 0,9 ppm) (Figura 65).
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Figura 65. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (—)-3-O-(3-nitrobenzoil)cassina (60).
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Quando o sinal de m/z 447 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido

3-nitrobenzoico (167 u) (Figura 66).

Figura 66. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(3-nitrobenzoil)cassina (60).
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A andlise dos espectros de RMN de 60 (Apéndice R) (Tabela 21) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-3", H-5"-H-7") na regido de & 7,60-8,90, caracteristica de
compostos aromaticos, juntamente com a desprotecao dos sinais referentes aos H-3 (o

4,16), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esté ligado a um grupo 3-nitrobenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
125,0-136,0 (C-3", C-5"-C-7") e trés quaternarios (C-1", C-2" e C-4") em 163,89,
129,85 e 148,40, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacao do sinal em 6 4,16,
referente ao H-3 com o sinal em 6 163,89, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢do
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucdo, em conformidade com a formula molecular C,sH3sN>Os,
[M + H]™ 447,2849, para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 21. Dados de RMN do derivado 3-O-(3-nitrobenzoil)cassina (60) em CDCls.

3-O-(3-nitrobenzoil)cassina (60)

iy 4
5 : \ . : . 12'
o] o 6, 2 4 6 8 10 .. CH,
H;;C; T W
H o
Posicdo  'H 6y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢* (mult.) DEPT COSY HSQC HMBC

2 3,68 qt (6,0) 53,23 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,16 q (6,0) 64,29 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,94 m 24,84 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,84 m 25,96 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 2,63 m 52,41 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,15 d (6,0) 14,12 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,54 m 33,75 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,24 26,28 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3! 1,24 29,21¢ CH, H-2' H-1b
4 1,24 29,13¢ CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5' 1,24 29,27° CH, H-3'
6' 1,24 29,34, CH, H-4'
7 1,24 29,00° CH, H-5'
8' 1,24 29,70° CH, H-6'
9' 1,58 qt (7,5) 23,83 CH, H-10' H-7'
10' 2,41 t(7,5) 43,80 CH, H-9' H-8'
1 - 203,63 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12! 2,13s 29,86 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 163,89 C - - H-7"
2" - 129,85 C - - H-3", H-6", H-7"
3" 8,44 s 125,06 CH H-3" H-5", H-7"
4" - 148,40 C - - H-3", H-5", H-6"
5" 8,38 dd (8,2) 129,67 CH H-6", H-7" H-5" H-6"
6" 7,67 dd (8,2) 127,67 CH H-5", H-7" H-6" H-5", H-7"
7" 8,87 d (8,2) 135,64 CH H-5", H-6" H-7" H-6"

*Os experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(dtms 0,00). bMultiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto). © Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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5.3.17 Elucidagao estrutural do derivado 61

3-0-(4-nitrobenzoil)cassina (61): 6leo amarelo (49,5 mg); CCD R, 0,93 (9,2:0,8:0,5
CHCl;-MeOH-NH4OH); (+)-EM-IES m/z 4472868 [M + H]", calculado para
CysH3sN,0s, 447,2853 (A 3,3 ppm); EM/EM-IES m/z 447 [M + H] e 280 [M + H —
NO,H,CsCOOH]"; '"H RMN (CDCls, 400 MHz) & 8,19 (2H, dd, J = 8,5 Hz, H-3"’ ¢ H-
7), 7,45 (2H, dd, J = 8,5 Hz, H-4* ¢ H-6""), 4,68 (1H, m, H-3), 3,53 (1H, qt, J = 6,8
Hz, H-2), 3,00 (1H, m, H-6), 2,31 (2H, t, J = 7,4 Hz, H-10"), 2,03 (3H, s, H-12’), 1,84
(4H, m, H-4 e H-17), 1,62 (2H, qt, /= 7,4 Hz, H-9’), 1,45 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-7), 1,34
(2H, m, H-5), 1,17 (14H, m, H-2’-H-8"); *C NMR (CDCls, 100 MHz) & 209,48 (C, C-
11°7), 163,60 (C, C-1""), 150,73 (C, C-5""), 148,17 (C, C-2*’), 130,74 (CH, C-3"’ e C-
7°), 123,65 (CH, C-4"’ e C-6"), 69,45 (CH, C-3), 55,09 (CH, C-2), 53,91 (CH, C-6),
43,79 (CH,, H-10%), 34,71 (CH,, C-1"), 29,89 (CH3;, C-127), 29,70° (CH,, C-8°), 29,59¢
(CHy, C-6"), 29,53° (CH,, C-5), 29,43 (CH,, C-3°), 29,38 (CH,, C-4"), 29,14° (CH,,
C-7°), 27,54 (CHy, C-2), 26,52 (CHy, C-5), 23,81 (CH,, C-4), 20,27 (CH,, C-9°), 15,51
(CHj3, C-7). “Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw

Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos entre eles.

O derivado 3-O-(4-nitrobenzoil)cassina (61) foi analisado por espectrometria de
massas em alta resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C,sH33N>0s, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 447,2868 [M + H]', calculado

para CasH3sN,05 ", 447,2853 (A 3,3 ppm) (Figura 67).
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Figura 67. EM-IES-(+) em alta resolugdo do (—)-3-O-(4-nitrobenzoil)cassina (61).
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Quando o sinal de m/z 447 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM),
foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacdo neutra de acido

4-nitrobenzoico (167 u) (Figura 68).

Figura 68. EM/EM-IES-(+) do alcaloide (—)-3-O-(4-nitrobenzoil)cassina (61).
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A andlise dos espectros de RMN de 61 (Apéndice S) (Tabela 22) permitiu
observar que os sinais que identificam o nucleo piperidinico trissubstituido e a metil-
cetona sdo idénticos aos do alcaloide 29, porém o aparecimento de quatro sinais de
hidrogénio adicionais (H-3", H-4", H-6" e H-7") na regido de ¢ 7,40-8,20, caracteristica
de compostos aromaticos, juntamente com a desprotecdo dos sinais referentes aos H-3

(0 4,68), leva a concluir que o oxigénio de C-3 esta ligado a um grupo 4-nitrobenzoila.
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No RMN de "C foi observado o aparecimento de sete sinais de carbonos
adicionais, quando comparado ao alcaloide 29, sendo quatro secundarios na regido de o
123,0-151,0 (C-3", C-4", C-6" e C-7") e trés quaternarios (C-1", C-2" e C-5") em
163,60, 148,17 e 150,73, respectivamente.

A analise do mapa de contorno HMBC foi utilizada como parametro para indicar
se a reacao ocorreu no local desejado, observando a correlacdo do sinal em 6 4,68,
referente ao H-3 com o sinal em 6 163,60, referente ao com o C-1" (C=0) da fun¢ao
éster.

As extensdes das cadeias laterais estdo de acordo com os dados dos espectros de
massas de alta resolucdo, em conformidade com a formula molecular C,sH3sN>Os,
[M + H]™ 447,2868 para a presenca de dez metilenos, seguidos da metil-cetona além do

nucleo piperidinico trissubstituido.
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Tabela 22. Dados de RMN do derivado 3-O-(4-nitrobenzoil)cassina (61) em CDCls.

3-0-(4-nitrobenzoil)cassina (61)

"y 4
N
Wy T
H
Posicdo  'H 6y“ mult.” (J em Hz) BC 8¢* (mult.) DEPT COSY HSQC HMBC

2 3,53 qt (6,8) 55,09 CH H-3, H-7 H-2 H-4, H-7
3 4,68 m 69,45 CH H-2, H-4a H-3 H-2, H-4a, H-4b, H-5, H-7
4 1,84 m 23,81 CH, H-3, H-4b, H-5a, H-5b H-4a H-2, H-3, H-6
5 1,34 m 26,52 CH, H-4a, H-5a, H-5b H-4b H-3, H-4, H-6, H-1'
6 3,00 m 53,91 CH H-4a, H-4b, H-6 H-5 H-4, H-5, H-1'
7 1,45 d (6,8) 15,52 CH; H-1'a, H-5a, H-5b H-6 H-2, H-3
I 1,84 m 34,71 CH, H-2 H-7 H-6, H-2', H-3'
2! 1,17 27,54 CH, H-6, H-2' H-1'a H-6, H-1', H-3', H-4'
3 1,17 29,43¢ CH, H-2' H-1b
4 1,17 29,38° CH, H-1'a, H-1'b, H-3' H-2'
5' 1,17 29,53¢ CH, H-3'
6 1,17 29,59¢ CH, H-4'
7 1,17 29,14° CH, H-5'
8' 1,17 29,70° CH, H-6'
9' 1,62 qt (7.4) 20,27 CH, H-10' H-7'
10' 2,31t (7,4) 43,79 CH, H-9' H-8'
1 - 209,48 C H-9' H-7', H-8', H-10'
12! 2,03s 29,89 CH; H-12' H-10' H-9', H-12'
1" - 163,60 C - - H-7"
2" - 148,17 C - - H-3", H-7"
3" 8,19 dd (8,5) 130,74 CH H-4" H-3" H-4", H-7"
4" 7,45 dd (8,5) 123,65 CH H-3" H-4" H-3", H-6"
5" - 150,73 C - - H-4", H-6"
6" 8,19 dd (8,5) 123,65 CH H-7" H-6" H-4", H-7"
7" 7,45 dd (8,5) 130,74 CH H-6" H-7" H-6"

%0s experimentos de RMN foram realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e "*C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS
(8tms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).  Valor atribuido com base no deslocamento quimico
calculado (ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.
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Com a sintese ¢ elucidagdo estrutural de todos os derivados semissintéticos, foi
possivel observar um padrio de fragmentacdo caracteristico para os compostos
alifaticos e aromaticos, utilizando espectrometria de massas com ionizacdo por
electrospray no modo positivo. Analisando os espectros de massa, ¢ possivel observar
que todos os derivados semissintéticos apresentou o fragmento m/z 280, referente a uma
eliminacdo neutra dos respectivos acidos carboxilicos. Além disso, todos os derivados
aromaticos (50—61) apresentaram uma elimina¢do neutra de 297 u, referente a molécula

C,3H35NO;,, formando o ion acilio (Figura 69).

Figura 69. Padrio de fragmentagdo dos derivados semissintéticos utilizando

(+)-EM/EM-IES.
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N=—H 7
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45: R = CH3 m/z 340
46: R = CHyCH,CH3 m/z 368
47:R = CH2CH2CH2CH3 m/z 382 _
48: R = CHyCHoCH,CH,oCH; m/z 396 RBzCOOH
49:R = CHZCHQCHZCH2CHQCH3 m/z 410
CHs;
" H 7
/ ( N®
R— B SEEEEEELERLECEEE A HsC | 0
N S ~C1gH3sNO; 0 H
R=Br m/'z 183 50-52: R =Br m/z 480
R=Cl m/z139 53-55: R = Cl m/'z 436
R=CH; m/z119 56-58:R=CHs m/z416
R=NO; m/z150 59-61: R=NO, m/z447

5.4 Estudos in silico (docking molecular)

Os estudos de docking foram realizados com o programa GOLD 5.4.1 que
utiliza o algoritmo genético (GA) buscando obter solugdes possiveis através de
operadores genéticos com a finalidade de se obter a solugdo final. O GOLD trabalha
com escore ou pontuagdo pré-definida chamada de Fitness, ¢ dessa forma o docking é
realizado com os ligantes e as hidroxilas da molécula de forma flexivel. (JONES et al.,

1995, JONES et al., 1997, VERDONK et al., 2003).
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Esta funcao ja pré-definida ¢ composta por quarto tipos de energia, a energia de
ligacdo de hidrogénio do complexo-receptor, energia de ligagdo de van der Waals,
energia de ligacdo de hidrogénio intramolecular do ligante e energia de van der waals
interna do ligante. Dessa forma o importante ¢ obter um ligante que encaixe de forma
geométrica e energética no sitio de ligacdo mais aceitavel sempre baseado nas possiveis
fungdes de pontuagao.

Sdo quatro os tipos de fun¢do de pontuagdo ou fungdo escore utilizados pelo
GOLD: o GoldScore, ChemScore, ChemPLP e¢ o ASP. Nesse estudo foi utilizado duas
fung¢des de pontuacao, para o escore do docking o ChemPLP que ¢ uma fungdo empirica
otimizada para a predicdo de pose, possui termos que sao usados para gerar uma
complementaridade entre a proteina e o ligante, e ¢ considerada como uma fung¢do
padrao do GOLD (O. Korb, T. Stiitzle and T. E. Exner). E para o rescoring o
ChemScore que ¢ uma funcdo que permite mostrar uma estimativa da diferenga de
energia livre apds a interacdo da molécula com o ligante. Esta funcdo também
parametriza na forma de dados empiricos os complexos formados que possuem

afinidade de ligacdo conhecida (ELDRIDGE et al., 1997; BAXTER et al., 1998).
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Tabela 23. Pontuagdes de docagem (fungdo ChemPLP e rescore com ChemScore) dos ligantes no sitio catalitico da enzima Lactato

Dehidrogenase. O ligante natural NAI foi incluido como pardmetro de comparacdo para os outros ligantes.

Composto Funcao ChemPLP Funcdao ChemScore

NALI (ligante natural) 111,5379 13,0593

29 (—)-cassina 75,6577 26,7753
45 (—)-3-O-acetilcassina 76,8749 24,3934
46 (-)-3-O-butanoilcassina 78,5676 22,3152
Alifaticos 47 (—)-3-O-pentanoilcassina 79,2363 20,3988
48 (-)-3-O-hexanoilcassina 83,9064 30,2301
49 (-)-3-O-heptanoilcassina 87,0119 28,5534
50 (-)-3-0O-(2-bromobenzoil)cassina 85,8854 31,8580
51 (-)-3-0O-(3-bromobenzoil)cassina 85,4118 30,7787
52 (-)-3-O-(4-bromobenzoil)cassina 83,5708 31,6286
53 (-)-3-0-(2-clorobenzoil)cassina 85,2810 25,8584
54 (-)-3-0-(3-clorobenzoil)cassina 82,1728 31,6370
55 (-)-3-0-(4-clorobenzoil)cassina 80,5981 32,1718

Aromaticos

56 (-)-3-0-(2-metilbenzoil)cassina 88,7367 28,8907
57 (-)-3-0-(3-metilbenzoil)cassina 85,2143 29,4583
58 (-)-3-0-(4-metilbenzoil)cassina 82,9496 28,8875
59 (-)-3-O-(2-nitrobenzoil)cassina 81,3482 23,7733
60 (-)-3-0O-(3-nitrobenzoil)cassina 86,1753 34,9431
61 (—)-3-O-(4-nitrobenzoil)cassina 87,3803 34,4144
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Apbs o redocking do ligante natural e validacdo das fung¢des de escore, o
docking foi realizado para todos os ligantes nas mesmas condigdes.

A andlise dos valores de docking (Tabela 23) permitiu observar que os derivados
45-61 apresentaram maiores pontuagdes quando comparados com a (—)-cassina (29)
(75,6577), mostrando uma melhor ancoragem com a enzima lactato dehidrogenase, que
catalisa a interconversao de piruvato em lactato no passo final da glicolise, fundamental
para a producdo de energia em células vivas. Logo, a interrup¢do da atividade da LDH
impede uma das principais vias de producdo de energia do parasita, levando-o a morte
(PENNA-COUTINHO et al., 2011).

Entre os derivados alifaticos (45—49), a (—)-3-O-heptanoilcassina (49) foi a que
apresentou melhor pontuagdo (87,0119), sugerindo que o aumento do numero de
metilenos do éster favorece a flexibilizagdo e interagdes lipofilicas entre o ligante e a
enzima.

Entre os derivados aromaticos (50-61), a (-)-3-O-(2-metilbenzoil)cassina (56)
foi a que apresentou melhor pontuacdo (88,7367), seguida da (—)-3-O-(4-

nitrobenzoil)cassina (61) com uma pontuacao de 87,3803.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Senna spectabilis provou ser uma importante fonte de alcaloides piperidinicos,
raros em espécies superiores, de onde foi possivel isolar os alcaloides homoélogos (—)-
cassina e (—)-espectalina. Também foi constatada, por CCD, a presenga de outros
alcaloides que nao foram isolados neste trabalho.

Ao longo dos procedimentos cromatograficos foi possivel constatar que as
metodologias mais eficientes para purificagdo destes metabolitos, foram aquelas
utilizando fase normal, seguida de cromatografia em coluna utilizando fase reversa que
resultou na separagdo dos alcaloides (—)-cassina e (—)-espectalina.

A utilizagdo da CG-DIC foi uma ferramenta importante ao longo dos processos
de purificacdo, uma vez que a (—)-cassina, precursor dos derivados semissintéticos nao
apresenta grupo cromoforico, restringindo assim o uso de algumas ferramentas que se
baseiam na absor¢ao de luz UV como a CLAE-UV.

Depois de purificados os alcaloides (—)-cassina (1,5 g) e (—)-espectalina
(10,0 mg) foram submetidos as andlises espectroscOpicas (ressonancia magnética
nuclear) e espectrométricas (espectrometria de massas de alta resolucdo), para
confirmagao das estruturas moleculares.

A partir do alcaloide (—)-cassina, foi preparada uma série de derivados
semissintéticos de cadeias alifaticas e aromaticas (45-61), que foram monitorados por
CCD e CG-DIG, purificados por CC e caracterizados por técnicas espectroscopicas e
espectromeétricas.

O estudo in silico (docking molecular) mostrou uma melhor ancoragem dos
derivados com a enzima lactato dehidrogenase, demonstrando que sdo compostos com
potencial atividade antimalarica, capazes de interromper a atividade da LDH, impedindo

uma das principais vias de produgdo de energia do parasita, levando-o a morte.
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APENDICE A
Apéndice Al. Espectro de RMN de 'H do alcaloide 29 (400 MHz, CDCY3).
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Apéndice A2. Ampliacao do espectro Al (6 1,20-3,80) do alcaloide 29.
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Apéndice A3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 29.
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Apéndice A4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-4,0) do alcaloide 29.
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Apéndice AS. Mapa de contorno COSY (8 1,2-2,6) do alcaloide 29.
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Apéndice A7. Ampliacdo do espectro A6 (5 15,0-70,0) do alcaloide 29.
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Apéndice A8. Ampliacdo do espectro A7 (5 29,1-30,2) do alcaloide 29.
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Apéndice A9. Espectro de RMN *C DEPT 135 (100 MHz, CDC#3) do alcaloide 29.
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Apéndice A10. Ampliagao do espectro A9 (6 15,0—

-

k=
=

N
o
S
oo
=R
o
=R
S
Q.
o
(¢)]
N
he

o o~ [} D NOTNOOMUD M [}
< o3 ~ Y OYITOD oD ©
© ~ © (5] M OO OO MmN ['o}
© 0w < O ANANNNNNNN NN -~
| Pl | | S
J ]
! [
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
ppm

143



Apéndice A11. Ampliagdo do espectro A10 (5 29,1-30,0) do alcaloide 29.

~ [ TNOD ® = ©
) < R ] © © -
2} @ [ R ] o e [}
3 N SRR ISR N
| | 20N (. |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30.00 29.90 29.80 29.70 29.60 29.50 29.40 29.30 29.20 29.10
ppm

Apéndice A12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 29.

:

[~ =

| E

- L&

=T =_ e

— s L e

%= = m
= | o
- s
=

L&

=

o

-

w

-

- &

&

8 6 4 2 F2 [ppm]

144



Apéndice A13. Mapa de contorno HSQC (6 15,0-70,0) do alcaloide 29.
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Apéndice A14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl3) do alcaloide 29.
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Apéndice A15. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-70,0) do alcaloide 29.
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Apéndice A16. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-45,0) do alcaloide 29.
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Apéndice A17. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-32,0) do alcaloide 29.
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Apéndice A18. Mapa de contorno HMBC (6 204,0-216,0) do alcaloide 29.
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APENDICE B
Apéndice B1. Espectro de RMN de 'H do alcaloide 30 (400 MHz, CDCH;).
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Apéndice B2. Ampliagdo do espectro B1 (6 1,20-1,90) do alcaloide 30.
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Apéndice B3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 30.
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Apéndice B4. Mapa de contorno COSY (6 1,04,0) do alcaloide 30.
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Apéndice BS. Mapa de contorno COSY (6 1,2-2,4) do alcaloide 30.
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Apéndice B7. Ampliagdo do espectro B6 (6 14,0-74,0) do alcaloide 30.
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Apéndice B8. Ampliagdo do espectro B7 (6 29,25-30,05) do alcaloide 30.
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Apéndice B9. Espectro de RMN "*C DEPT 135 (100 MHz, CDCY3) do alcaloide 30.
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Apéndice B10. Ampliacao do espectro B9 (6 16,0-72,0) do alcaloide 30.
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Apéndice B11. Ampliacao do espectro B10 (6 29,1-29,9) do alcaloide 30.
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Apéndice B12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCl3;) do alcaloide 30.
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Apéndice B13. Mapa de contorno HSQC (6 10,0-70,0) do alcaloide 30.
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Apéndice B14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 30.
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Apéndice B15. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-70,0) do alcaloide 30.
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Apéndice B16. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-50,0) do alcaloide 30.
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Apéndice B17. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-34,0) do alcaloide 30.
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Apéndice B18. Mapa de contorno HMBC (5 208,0-214,0) do alcaloide 30.
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A

APENDICE C
Apéndice C1. Espectro de RMN de 'H do derivado 45 (400 MHz, CDCY5).

€SPT L
2561 1
9LLG'k
£0€5'1 1
z8vs'L
65951 1
pZEL L
SL9L'L
1098'L 1

£/90°Z |
5212
2ese e
188€C

21902
!
3

AR ——
=
J

890¥'Z JW
vszr'e =

€116
§200°€ L
gs20€”
11ST€
ice

yv.0'G —

8|
9'

7

5

-—= 00}

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

9.0

ppm

Apéndice C2. Ampliagao do espectro C1 (8 1,20-2,40) do derivado 45.
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Apéndice C3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 45.
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Apéndice C4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,5,0) do alcaloide 45.
A_‘.L._‘!_JS
[ E
m &
-2
a @ [z
¢ B g ' I
B 41 .
o @ Da L
£ i i
[ o
' a i
.
. ﬂ = :_In
D T T T I T T T T | T T T T | T T T T I T T T T | ]
5 4 3 2 FZ [ppm]

158



Apéndice C5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-3,5) do alcaloide 45.
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Apéndice C7. Ampliacao do espectro C6 (6 15,0-70,0) do derivado 45.
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Apéndice C8. Ampliacao do espectro C7 (6 29,1-30,1) do derivado 45.
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Apéndice C9. Espectro de RMN °C DEPT 135 (100 MHz, CDC#3) do derivado 45.
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Apéndice C10. Ampliagao do espectro C9 (6 15,0-70,0) do derivado 45.
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Apéndice C11. Ampliagao do espectro C10 (5 28,9-30,0) do derivado 45.
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Apéndice C12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDClIs) do alcaloide 45.
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Apéndice C13. Mapa de contorno HSQC (8 15,0-70,0) do alcaloide 45.
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Apéndice C14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl3) do alcaloide 45.
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Apéndice C15. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-70,0) do alcaloide 45.
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Apéndice C16. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-45,0) do alcaloide 45.

JL“ []
0 8 - £
=
iy o
Wy D ) e -3
-8
-2

o i
[] -2

T
2.4 2.2 2.0 18 16 1.4 F2 [ppm]

164



Apéndice C17. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-32,0) do alcaloide 45.
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Apéndice C18. Mapa de contorno HMBC (6 170,0-210,0) do alcaloide 45.
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A

APENDICE D
Apéndice D1. Espectro de RMN de 'H do derivado 46 (400 MHz, CDCY5).
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Apéndice D2. Ampliacao do espectro D1 (6 0,8-2,6) do derivado 46.
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Apéndice D3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 46.
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Apéndice D4. Mapa de contorno COSY (8 1,0-4,0) do alcaloide 46.
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Apéndice D5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-3,5) do alcaloide 46.
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Apéndice D6. Espectro de RMN de "°C do derivado 46 (100 MHz, CDC3).
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Apéndice D7. Ampliacdo do espectro D6 (& 14,0—70,0) do derivado 46.

™~ < ) < o COrVV-—POOD® 0 © ©
©® -~ < =) K ONNOWVLAN®O®O [ro) < -
~ «© 0 © [l CODPDDD DI OO N © [
© 0 [ ~ o AANNNNNNN NN - - -
| | | | Vol S—————— | [
|
|
T T T T T T T T T T T T T T T
70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18 14
ppm

Apéndice D8. Ampliacdo do espectro D7 (8 29,2-30,3) do derivado 46.
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—67.24
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Apéndice D10. Ampliagao do espectro D9 (6 14,0-70,0) do derivado 46.
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Apéndice D11. Ampliagdo do espectro D10 (5 29,0-30,1) do derivado 46.
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Apéndice D12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDClIs) do alcaloide 46.
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Apéndice D13. Mapa de contorno HSQC (6 15,0-70,0) do alcaloide 46.
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Apéndice D14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl3) do alcaloide 46.
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Apéndice D15. Mapa de contorno HMBC (§ 15,0-65,0) do alcaloide 46.
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Apéndice D16. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-45,0) do alcaloide 46.
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Apéndice D17. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-32,0) do alcaloide 46
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Apéndice D18. Mapa de contorno HMBC (6 170,0-212,0) do alcaloide 46.
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APENDICE E
Apéndice E1. Espectro de RMN de 'H do derivado 47 (400 MHz, CDCU5).
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Apéndice E2. Ampliagdo do espectro E1 (5 0,8-5,0) do derivado 47.
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Apéndice E3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 47.
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Apéndice E4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,0) do alcaloide 47.
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Apéndice ES. Mapa de contorno COSY (6 1,0-2,5) do alcaloide 47.
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Apéndice E6. Espectro de RMN de °C do derivado 47 (100 MHz, CDCU(3).
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Apéndice E7. Ampliagdo do espectro E6 (& 15,0-80,0) do derivado 47.
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Apéndice E8. Ampliagdo do espectro E7 (8 29,2-30,1) do derivado 47.
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Apéndice E9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 47.
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Apéndice E10. Ampliacio do espectro E9 (6 15,0-80,0) do derivado 47.
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Apéndice E11. Ampliacao do espectro E10 (6 29,1-30,0) do derivado 47.
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Apéndice E12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCl;) do alcaloide 47.
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Apéndice E13. Mapa de contorno HSQC (6 10,0-80,0) do alcaloide 47.
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Apéndice E14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 47.
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Apéndice E15. Mapa de contorno HMBC (8 10,0-70,0) do alcaloide 47.
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Apéndice E16. Mapa de contorno HMBC (6 10,0-50,0) do alcaloide 47.
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Apéndice E17. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-32,0) do alcaloide 47.
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Apéndice E18. Mapa de contorno HMBC (8 170,0-211,0) do alcaloide 47.
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A

APENDICE F
Apéndice F1. Espectro de RMN de 'H do derivado 48 (400 MHz, CDC(3).
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Apéndice F2. Ampliagdo do espectro F1 (6 0,8-5,0) do derivado 48.
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Apéndice F3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 48.
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Apéndice F4. Mapa de contorno COSY (8 1,0-5,0) do alcaloide 48.
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Apéndice F5. Mapa de contorno COSY (8 0,5-3,0) do alcaloide 48.
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Apéndice F6. Espectro de RMN de "°C do derivado 48 (100 MHz, CDCU5).
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Apéndice F7. Ampliac¢ao do espectro F6 (6 14,0-70,0) do derivado 48.
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Apéndice F8. Ampliacao do espectro F7 (6 29,2-30,3) do derivado 48.
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Apéndice F9. Espectro de RMN *C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 48.
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Apéndice F10. Ampliacdo do espectro F9 (6 14,0-70,0) do derivado 48.
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Apéndice F11. Ampliagdo do espectro F10 (5 29,0-30,2) do derivado 48.

© © o 0o~ [t)
© W < < O™ -~
@ [ [ R ] @
N NN SRR N
| (. /N |
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
30.20 30.05 29.90 29.75 29.60 29.45 29.30 29.15 29.00
ppm

Apéndice F12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 48.
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Apéndice F13. Mapa de contorno HSQC (6 30,0-80,0) do alcaloide 48.
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Apéndice F14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 48.
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Apéndice F15. Mapa de contorno HMBC (8 15,0-70,0) do alcaloide 48.
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Apéndice F16. Mapa de contorno HMBC (6 20,0—45,0) do alcaloide 48.
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Apéndice F17. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-35,0) do alcaloide 48.
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Apéndice F18. Mapa de contorno HMBC (8 165,0-215,0) do alcaloide 48.
M |:|
- E
I o
-
g -
o adidqo i
feXi])) :
&
¥
: =4
C&
a3 2
T T T | T T T | T I I T T T i
2.6 2.4 2.2 2.0 F2 [ppm]

192



A

APENDICE G
Apéndice G1. Espectro de RMN de 'H do derivado 49 (400 MHz, CDCU5).
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Apéndice G2. Ampliagao do espectro G1 (5 0,8-5,2) do derivado 49.
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Apéndice G3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 49.
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Apéndice G4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,0) do alcaloide 49.
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Apéndice G5. Mapa de contorno COSY (8 1,0-4,0) do alcaloide 49.
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Apéndice G6. Espectro de RMN de °C do derivado 49 (100 MHz, CDC(;).
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Apéndice G7. Ampliac¢ao do espectro G6 (6 14,0-70,0) do derivado 49.
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Apéndice G8. Ampliacao do espectro G7 (o 28,7-30,3) do derivado 49.
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Apéndice G9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 49.
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Apéndice G10. Ampliagao do espectro G9 (& 14,0—70,0) do derivado 49.
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Apéndice G11. Ampliagdo do espectro G10 (6 29,0-30,2) do derivado 49.

29.90
—29.48
—29.45
~-29.39
~29.38
—29.33
—29.15

T T T T T T T T T T T T
29.60 29.50 29.40 29.30 29.20 29.10

ppm

T T T T T T T T T T T T
30.20 30.10 30.00 29.90 29.80 29.70

T T
29.00

Apéndice G12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 49.
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Apéndice G13. Mapa de contorno HSQC (6 10,0-70,0) do alcaloide 49.
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Apéndice G14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDClIs) do alcaloide 49.
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Apéndice G15. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-70,0) do alcaloide 49.
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Apéndice G16. Mapa de contorno HMBC (8 20,0—45,0) do alcaloide 49.
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Apéndice G17. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-32,0) do alcaloide 49.
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Apéndice G18. Mapa de contorno HMBC (8 170,0-210,0) do alcaloide 49.
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A

APENDICE H
Apéndice H1. Espectro de RMN de 'H do derivado 50 (400 MHz, CDCJ{;).
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Apéndice H2. Ampliag¢ao do espectro H1 (5 1,0-5,2) do derivado 50.
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Apéndice H3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 50.
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Apéndice H4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,0) do alcaloide 50.
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Apéndice H5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-2,5) do alcaloide 50.
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Apéndice H6. Espectro de RMN de °C do derivado 50 (100 MHz, CDC(3).
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Apéndice H7. Ampliacao do espectro H6 (6 14,0—70,0) do derivado 50.
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Apéndice H8. Ampliacdo do espectro H7 (6 29,2-30,3) do derivado 50.
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Apéndice H9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 50.
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Apéndice H10. Ampliacao do espectro H9 (6 14,0-70,0) do derivado 50.
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Apéndice H11. Ampliagdo do espectro H10 (6 29,0-30,1) do derivado 50.
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Apéndice H12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 50.
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Apéndice H13. Mapa de contorno HSQC (8 15,0-70,0) do alcaloide 50.
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Apéndice H14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDClIs) do alcaloide 50.
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Apéndice H15. Mapa de contorno HMBC (8 10,0-65,0) do alcaloide 50.
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Apéndice H16. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-50,0) do alcaloide 50.
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Apéndice H17. Mapa de contorno HMBC (8 22,0-34,0) do alcaloide 50.
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Apéndice H18. Mapa de contorno HMBC (8 160,0-210,0) do alcaloide 50.
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APENDICE I
Apéndice I1. Espectro de RMN de 'H do derivado 51 (400 MHz, CDCJ(;).
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Apéndice 12. Ampliagdo do espectro I1 (6 1,1-4,5) do derivado 51.
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Apéndice I13. Mapa de contorno COSY do alcaloide 51.

I TR

T
8 6 4 2 F2 [ppm]

Apéndice I14. Mapa de contorno COSY (6 1,04,0) do alcaloide 51.
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Apéndice I5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-3,5) do alcaloide 51.
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Apéndice 16. Espectro de RMN de B¢ do derivado 51 (100 MHz, CDCJ3).

ogeel
60'8¢l N
<6 mw—%
eceel >
Lyeel r
69'G¢El

SL'solL —

L¢'60C—

T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

T
70 60 50 40 30 20 10 0

T
80

ppm

213



Apéndice 17. Ampliagdo do espectro 16 (5 14,0-70,0) do derivado 51.
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Apéndice I8. Ampliagdo do espectro 17 (6 29,0-30,1) do derivado 51.
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Apéndice I9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 51.
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Apéndice 110. Ampliacdo do espectro 19 (6 14,0-70,0) do derivado 51.
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Apéndice I11. Ampliacao do espectro 110 (d 29,1-29,9) do derivado 51.
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Apéndice 112. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCl3) do alcaloide S1.
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Apéndice 113. Mapa de contorno HSQC (6 10,0-70,0) do alcaloide 51.
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Apéndice 114. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl3) do alcaloide S1.
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Apéndice I15. Mapa de contorno HMBC (6 15,0-65,0) do alcaloide 51.
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Apéndice 116. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-45,0) do alcaloide 51.
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Apéndice I117. Mapa de contorno HMBC (6 120,0-170,0) do alcaloide 51.
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Apéndice I18. Mapa de contorno HMBC (8 150,0-210,0) do alcaloide 51.
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APENDICE J
Apéndice J1. Espectro de RMN de 'H do derivado 52 (400 MHz, CDC(3).
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Apéndice J2. Ampliagdo do espectro J1 (6 1,2—4,5) do derivado 52.
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Apéndice J3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 52.
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Apéndice J4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,0) do alcaloide 52.
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Apéndice J5. Mapa de contorno COSY (3 1,0-3,0) do alcaloide 52.
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Apéndice J6. Espectro de RMN de °C do derivado 52 (100 MHz, CDCJ3).
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Apéndice J7. Ampliagdo do espectro J6 (6 14,0-70,0) do derivado 52.
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Apéndice J8. Ampliagdo do espectro J7 (8 29,3-29,9) do derivado 52.
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Apéndice J9. Espectro de RMN >C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 52.
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Apéndice J10. Ampliagdo do espectro J9 (6 14,0-70,0) do derivado 52.
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Apéndice J11. Ampliacao do espectro J10 (6 29,3-29,9) do derivado 52.
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Apéndice J12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 52.
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Apéndice J13. Mapa de contorno HSQC (6 15,0-70,0) do alcaloide 52.
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Apéndice J14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 52.
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Apéndice J15. Mapa de contorno HMBC (8 10,0-70,0) do alcaloide 52.
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Apéndice J16. Mapa de contorno HMBC (8 10,0-45,0) do alcaloide 52.
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Apéndice J17. Mapa de contorno HMBC (8 130,0-170,0) do alcaloide 52.
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Apéndice J18. Mapa de contorno HMBC (8 170,0-212,0) do alcaloide 52.
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APENDICE K
Apéndice K1. Espectro de RMN de 'H do derivado 53 (400 MHz, CDCJ{;).
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Apéndice K2. Ampliagdo do espectro K1 (6 0,9—4,5) do derivado 53.
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Apéndice K3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 53.
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Apéndice K4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,0) do alcaloide 53.
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Apéndice K5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-2,5) do alcaloide 53.
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Apéndice K6. Espectro de RMN de °C do derivado 53 (100 MHz, CDCU{5).
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Apéndice K7. Ampliacao do espectro K6 (6 14,0-74,0) do derivado 53.
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Apéndice K8. Ampliacao do espectro K7 (6 28,8-30,0) do derivado 53.
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Apéndice K9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 53.
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Apéndice K10. Ampliagao do espectro K9 (& 14,0-74,0) do derivado 53.
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Apéndice K11. Ampliagdo do espectro K10 (6 29,0-30,1) do derivado 53.
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Apéndice K12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 53.
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Apéndice K13. Mapa de contorno HSQC (8 10,0-70,0) do alcaloide 53.
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Apéndice K14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDClIs) do alcaloide 53.
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Apéndice K15. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-80,0) do alcaloide 53.

- E
o
-2
“ -
-9
-8
j -8
D T T T T I T T T T | T T T T | T T T T I T T T T I T T T T | T T T T | T
7 6 5 4 3 2 F2 [ppm]
Apéndice K16. Mapa de contorno HMBC (8 20,0—45,0) do alcaloide 53.
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Apéndice K17. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-32,0) do alcaloide 53.
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Apéndice K18. Mapa de contorno HMBC (8 130,0-210,0) do alcaloide 53.
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APENDICE L
Apéndice L1. Espectro de RMN de 'H do derivado 54 (400 MHz, CDCU5).
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Apéndice L2. Ampliacdo do espectro L1 (6 1,1-4,4) do derivado 54.
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Apéndice L3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 54.
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Apéndice L4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-6,0) do alcaloide 54.
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Apéndice L5. Mapa de contorno COSY (8 1,0-3,5) do alcaloide 54.
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Apéndice L7. Ampliagdo do espectro L6 (& 14,0-68,0) do derivado 54.
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Apéndice L8. Ampliagdo do espectro L7 (6 29,0-29,8) do derivado 54.
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Apéndice L9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC{3) do derivado 54.

EREP=pX =S B a6AG6® a0
MO OO <t © W (3] [l e >N Nl lTeTo)
- [(elTolTe} < AN AN ANANN N
~~ /N | ="
{
I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

Apéndice L10. Ampliacao do espectro L9 (6 12,0-66,0) do derivado 54.
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Apéndice L11. Ampliacao do espectro L10 (6 29,1-30,0) do derivado 54.
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Apéndice L.12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCl3;) do alcaloide 54.
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Apéndice L.13. Mapa de contorno HSQC (6 15,0-70,0) do alcaloide 54.
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Apéndice L14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 54.
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Apéndice L15. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-70,0) do alcaloide 54.
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Apéndice L.16. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-45,0) do alcaloide 54.
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Apéndice L.17. Mapa de contorno HMBC (8 22,0-32,0) do alcaloide 54.
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Apéndice L18. Mapa de contorno HMBC (8 150,0-210,0) do alcaloide 54.
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APENDICE M
Apéndice M1. Espectro de RMN de 'H do derivado 55 (400 MHz, CDC(3).
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Apéndice M2. Ampliagdo do espectro M1 (d 1,0-5,4) do derivado 585.
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Apéndice M3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 55.
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Apéndice M4. Mapa de contorno COSY (5 1,0-5,0) do alcaloide 55.
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Apéndice M5. Mapa de contorno COSY (o 1,0-3,5) do alcaloide 55.
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Apéndice M6. Espectro de RMN de "°C do derivado 55 (100 MHz, CDC{;).
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Apéndice M7. Ampliagdo do espectro M6 (6 14,0-70,0) do derivado 55.
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Apéndice M8. Ampliagdo do espectro M7 (6 28,8-30,0) do derivado 55.
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Apéndice M9. Espectro de RMN *C DEPT 135 (100 MHz, CDC{(3) do derivado 55.
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Apéndice M10. Ampliagao do espectro M9 (6 14,0-70,0) do derivado S5.
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Apéndice M11. Ampliacao do espectro M10 (6 29,0-30,0) do derivado 55.
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Apéndice M12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 55.
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Apéndice M13. Mapa de contorno HSQC (8 15,0-80,0) do alcaloide 55.
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Apéndice M14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 55.
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Apéndice M15. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-70,0) do alcaloide 55.
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Apéndice M16. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-45,0) do alcaloide 55.
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Apéndice M17. Mapa de contorno HMBC (8 120,0-170,0) do alcaloide 55.
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Apéndice M18. Mapa de contorno HMBC (8 202,0-214,0) do alcaloide 55.
M
- E
- o
-
[
| =
&
»
&
| o
C &
’ O e
| o™
| ™
&
D —

25 2.4 2.3 2.2 F2 [ppm]

255



A

APENDICE N
Apéndice N1. Espectro de RMN de 'H do derivado 56 (400 MHz, CDC(;).
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Apéndice N2. Ampliacao do espectro N1 (6 1,1-4,7) do derivado 56.
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Apéndice N3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 56.
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Apéndice N4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-4,0) do alcaloide 56.
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Apéndice N5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-2,5) do alcaloide 56.
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Apéndice N6. Espectro de RMN de ~C do derivado 56 (100 MHz, CDC{s3).
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Apéndice N7. Ampliacao do espectro N6 (5 15,0—70,0) do derivado 56.
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Apéndice N8. Ampliacao do espectro N7 (5 29,2-30,3) do derivado 56.
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Apéndice N9. Espectro de RMN *C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 56.
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Apéndice N10. Ampliagdo do espectro N9 (6 14,0-70,0) do derivado 56.
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Apéndice N11. Ampliagdo do espectro N10 (5 29,0-30,1) do derivado 56.
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Apéndice N12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 56.
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Apéndice N13. Mapa de contorno HSQC (8 10,0-70,0) do alcaloide 56.
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Apéndice N14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl5) do alcaloide 56.
J\ILLJL_/LAE
- E
| =
- - 2
5. - L&
» . . . —_ g
- 8
: I
- B
8
a g - ™
T T | T T T I T T T I T T T I T T -
8 6 4 2 Fz[ppm]

262



Apéndice N15. Mapa de contorno HMBC (§ 15,0-65,0) do alcaloide 56.
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Apéndice N16. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-45,0) do alcaloide 56.
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Apéndice N17. Mapa de contorno HMBC (6 90,0-150,0) do alcaloide 56.
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Apéndice N18. Mapa de contorno HMBC (6 155,0-205,0) do alcaloide 56.
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APENDICE O
Apéndice O1. Espectro de RMN de 'H do derivado 57 (400 MHz, CDCJ{;).
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Apéndice O2. Ampliagdo do espectro O1 (6 1,1-4,7) do derivado 57.
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Apéndice O3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 57.
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Apéndice O4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,0) do alcaloide 57.
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Apéndice O5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-2,5) do alcaloide 57.
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Apéndice O6. Espectro de RMN de °C do derivado 57 (100 MHz, CDCU{5).
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Apéndice O7. Ampliac¢ao do espectro O6 (6 15,0-70,0) do derivado 57.

@ ) o - T YTOOYTTUON ™ =
) - © © - OOOONTTOST ® ©
© ~ < ] 0 OB DAO MO T )
© [} [t} < O AN N -

| | | | oSS | |

| JL o nJ
T T T T T T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
ppm

Apéndice O8. Ampliacao do espectro O7 (6 29,1-30,0) do derivado 57.
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Apéndice 09. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC{3) do derivado 57.
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Apéndice O10. Ampliagao do espectro O9 (8 15,0-70,0) do derivado 57.
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Apéndice O11. Ampliagdo do espectro O10 (6 29,0-29,9) do derivado 57.
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Apéndice O12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 57.
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Apéndice O13. Mapa de contorno HSQC (6 10,0-70,0) do alcaloide 57.
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Apéndice O14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDClIs) do alcaloide 57.
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Apéndice O15. Mapa de contorno HMBC (8 15,0-65,0) do alcaloide 57.
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Apéndice O16. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-60,0) do alcaloide 57.
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Apéndice O17. Mapa de contorno HMBC (8 120,0-180,0) do alcaloide 57.
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Apéndice O18. Mapa de contorno HMBC (8 140,0-210,0) do alcaloide 57.
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A

APENDICE P
Apéndice P1. Espectro de RMN de 'H do derivado 58 (400 MHz, CDC(3).
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Apéndice P2. Ampliagdo do espectro P1 (6 1,2—4,6) do derivado 58.
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Apéndice P3. Mapa de contorno COSY do alcaloide S8.
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Apéndice P4. Mapa de contorno COSY (8 1,0-5,0) do alcaloide 58.
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Apéndice P5. Mapa de contorno COSY (8 1,0-3,0) do alcaloide 58.
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Apéndice P6. Espectro de RMN de "°C do derivado 58 (100 MHz, CDCU3).
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Apéndice P7. Ampliac¢ao do espectro P6 (6 14,0-70,0) do derivado 58.
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Apéndice P8. Ampliag¢ao do espectro P7 (6 29,1-30,0) do derivado 58.
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Apéndice P9. Espectro de RMN *C DEPT 135 (100 MHz, CDC3) do derivado 58.
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Apéndice P10. Ampliagdo do espectro P9 (6 14,0-70,0) do derivado 58.
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Apéndice P11. Ampliagdo do espectro P10 (5 29,1-29,9) do derivado 58.
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Apéndice P12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 58.
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Apéndice P13. Mapa de contorno HSQC (& 10,0-70,0) do alcaloide S8.
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Apéndice P14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 58.
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Apéndice P15. Mapa de contorno HMBC (8 15,0-80,0) do alcaloide 58.
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Apéndice P16. Mapa de contorno HMBC (8 15,0—45,0) do alcaloide 58.
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Apéndice P17. Mapa de contorno HMBC (8 130,0-170,0) do alcaloide S8.
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Apéndice P18. Mapa de contorno HMBC (6 140,0-210,0) do alcaloide S8.
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A

APENDICE Q
Apéndice Q1. Espectro de RMN de 'H do derivado 59 (400 MHz, CDCJ{;).
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Apéndice Q2. Ampliagdo do espectro Q1 (& 1,0-5,4) do derivado 59.
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Apéndice Q3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 59.
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Apéndice Q4. Mapa de contorno COSY (8 1,0-5,0) do alcaloide 59.
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Apéndice Q5. Mapa de contorno COSY (8 1,0-3,0) do alcaloide 59.
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Apéndice Q6. Espectro de RMN de °C do derivado 59 (100 MHz, CDC(3).
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Apéndice Q7. Ampliacao do espectro Q6 (6 14,0-70,0) do derivado 59.
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Apéndice Q8. Ampliacao do espectro Q7 (6 29,2—-30,4) do derivado 59.

© o © o O © —
o o < < NN
@ o o 2} [ e e
N SRS 3 SRR
| [ | AN
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30.40 30.25 30.10 29.95 29.80 29.65 29.50 29.35 29.20
ppm

286



Apéndice Q9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 59.
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Apéndice Q10. Ampliagao do espectro Q9 (8 15,0-68,0) do derivado 59.
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Apéndice Q11. Ampliagdo do espectro Q10 (6 29,0-30,0) do derivado 59.
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Apéndice Q12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 59.
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Apéndice Q13. Mapa de contorno HSQC (6 15,0-70,0) do alcaloide 59.
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Apéndice Q14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 59.
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Apéndice Q15. Mapa de contorno HMBC (8 20,0-80,0) do alcaloide 59.
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Apéndice Q16. Mapa de contorno HMBC (6 15,0—45,0) do alcaloide 59.
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Apéndice Q17. Mapa de contorno HMBC (8 130,0-170,0) do alcaloide 59.
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Apéndice Q18. Mapa de contorno HMBC (6 202,0-212,0) do alcaloide 59.
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A

APENDICE R
Apéndice R1. Espectro de RMN de 'H do derivado 60 (400 MHz, CDC(;).
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Apéndice R2. Ampliacao do espectro R1 (0 1,1-4,5) do derivado 60.
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Apéndice R3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 60.
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Apéndice R4. Mapa de contorno COSY (6 1,0-5,0) do alcaloide 60.
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Apéndice R5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-3,5) do alcaloide 60.

Apéndice R6. Espectro de RMN de 13C do derivado 60 (100 MHz, CDC{3).
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Apéndice R7. Ampliagao do espectro R6 (6 10,0-70,0) do derivado 60.
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Apéndice R8. Ampliacdo do espectro R7 (6 28,6-30,1) do derivado 60.
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Apéndice R9. Espectro de RMN *C DEPT 135 (100 MHz, CDC(3) do derivado 60.
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Apéndice R10. Ampliagao do espectro R9 (6 15,0-70,0) do derivado 60.
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Apéndice R11. Ampliagao do espectro R10 (5 28,1-30,1) do derivado 60.
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Apéndice R12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 60.
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Apéndice R13. Mapa de contorno HSQC (6 10,0-70,0) do alcaloide 60.
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Apéndice R14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl5) do alcaloide 60.
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Apéndice R15. Mapa de contorno HMBC (6 30,0-90,0) do alcaloide 60.
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Apéndice R16. Mapa de contorno HMBC (6 51,0-56,0) do alcaloide 60.

i .

F1 [ppm]

52

53

54

55

55

299



Apéndice R17. Mapa de contorno HMBC (6 120,0-170,0) do alcaloide 60.
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Apéndice R18. Mapa de contorno HMBC (6 160,0-212,0) do alcaloide 60.
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A

APENDICE S
Apéndice S1. Espectro de RMN de 'H do derivado 61 (400 MHz, CDCU5).
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Apéndice S2. Ampliacao do espectro S1 (6 0,8—4,8) do derivado 61.
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Apéndice S3. Mapa de contorno COSY do alcaloide 61.
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Apéndice S4. Mapa de contorno COSY (8 1,0-6,0) do alcaloide 61.
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Apéndice S5. Mapa de contorno COSY (6 1,0-3,5) do alcaloide 61.
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Apéndice S6. Espectro de RMN de “C do derivado 61 (100 MHz, CDCU(3).
[} %) o 0 o o ~ QO NNONWIDY O« IOLWONLW
o (o] w < (52 N (2] 0 M DT DODDODODIDDDDDNN O MO N
N -~ -~ -~ -~ © [Tolte} TONNNNNNNNNNN —
‘ I N/ (. I N | i rm——t————
230 210 190 170 150 130 110 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

ppm

303




—69.45
58.18
55.09

—43.79

—3471
15.51

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
70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16
ppm

14

Apéndice S8. Ampliacdo do espectro S7 (6 29,1-30,0) do derivado 61.
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Apéndice S9. Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CDC{3) do derivado 61.
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Apéndice S10. Ampliacao do espectro S9 (& 14,0-70,0) do derivado 61.
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Apéndice S11. Ampliagao do espectro S10 (6 29,0-30,1) do derivado 61.
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Apéndice S12. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCl;) do alcaloide 61.

]
L]
F1 [ppm]

g 6 4 2 F2 [ppm]

306



Apéndice S13. Mapa de contorno HSQC (6 20,0-70,0) do alcaloide 61.
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Apéndice S14. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl3) do alcaloide 61.
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Apéndice S15. Mapa de contorno HMBC (6 20,0-80,0) do alcaloide 61.
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Apéndice S16. Mapa de contorno HMBC (6 15,0-50,0) do alcaloide 61.
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Apéndice S17. Mapa de contorno HMBC (6 120,0-160,0) do alcaloide 61.
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Apéndice S18. Mapa de contorno HMBC (6 204,0-212,0) do alcaloide 61.
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