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RESUMO

Psychotria hoffmannseggiana (Wild. ex Roem. & Schult.) Mull. Arg. é
um subarbusto da familia Rubiaceae, pertencente ao género Psychotria L. e
ao subgénero Heteropsychotria. Nesse género ha uma diversidade de
alcaloides inddlicos, conhecidos pelas diferentes propriedades bioativas.
Além disso, esses alcaloides sdo usados como marcadores
guimiotaxonémicos na classificacdo e delimitacdo do género Psychotria. Até
0 presente momento, nenhum estudo fitoquimico foi descrito para a espécie
P. hoffmannseggiana. Portanto, na busca continua dos metabdlitos
secundarios, o extrato bruto etandlico das folhas da P. hoffmannseggiana
(PHEt-EB) foi submetido a um fracionamento acido-base e as fracdes
resultantes foram submetidas a coluna cromatografica. No extrato acido
cloroformico (PHFA-C), identificou-se o sinapato de metila (PH-01) e a
isoescopoletina (PH-02). No extrato basico cloroférmico (PHFB-C), foram
isolados e identificados trés alcaloides inddlicos: harmano (PH-03), N-metil-
1,2,3,4-tetrahidro-pB-carbolina (PH-04), N-metiltriptamina (PH-05) e um
alcaloide polinddlico, (+)-quimonantina (PH-06). Além desses, uma grande
quantidade do alcaloide indélico monoterpénico, acido estrictosidinico (PH-
07), foi isolado do extrato basico n-butandlico e acetato de etila, PHFB-n-
BuOH e PHFB-ACOEt, respectivamente. A B-etilglicose (PH-08) foi isolada
do extrato béasico n-butandlico (PHFB-n-BuOH). A avaliacdo da atividade
antioxidante dos extratos PHF-EB, PHFA-C, PHFB-C, PHFB-AcOEt e PHFB-
n-BuOH mostrou a inibicdo de 50% do radical DPPH nas concentracdes de
176,58 + 1,35, 105,47 + 0,88, 77,60 = 0,36, 191,30 + 0,68 e 271,96 + 0,57
ng.mL?, respectivamente.
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ABSTRACT

Psychotria hoffmannseggiana (Wild. ex Roem. & Schult.) Mull. Arg. is
a subshrub of the Rubiaceae family, which belongs to the genus Psychotria
L. and to the subgenus Heteropsychotria. In this genus there is several indole
alkaloids, recognized by their many bioactive properties. Furthermore, these
alkaloids are used as chemotaxonomic markers in the classification and
delimitation of the Psychotria genus. Up to this moment, no phytochemical
study has been reported for the P. hoffmannseggiana species. Therefore, in
the continuous searching for secondary metabolites, the crude ethanol
extract (PHF-EB) from P. hoffmannseggiana leaves has been submitted to
an acid-base fractionation, and the resultant fractions were subject to column
chromatography. The methyl sinapate (PH-01) and the isoscopoletin (PH-02)
were identified from the acid chloroform extract (PHFA-C). In the basic
chloroform extract (PHFB-C), three indole alkaloids were isolated and
identified: harman (PH-03), N-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carboline (PH-04),
N-methyltryptamine (PH-05); as well as one polyindolic alkaloid, (+)-
chimonantine (PH-06). Besides, a great amount of monoterpenic indole
alkaloid, the strictosidinic acid (PH-07), was isolated from the basic n-
butanolic extract and ethyl acetate, PHFB-n-BUuOH and PHFB-ACOEt,
respectively. The p-ethylglucose (PH-08) was isolated from the basic n-
butanolic extract (PHFB-n-BuOH). The evaluation of the antioxidant activity
of the extracts PHF-EB, PHFA-C, PHFB-C, PHFB-AcOEt and n-PHFB-n-
BuOH showed a 50% inhibition of DPPH radical at concentrations of 176,58
+1 35,105.47 £ 0.88, 77.60 £ 0.36, 191.30 £ 0.68 and 271.96 + 0.57 pug.mL-
1, respectively.
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1. INTRODUCAO

1.1. Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae Juss. possui cerca de 650 géneros e 13000
espécies no mundo, 112 géneros e 1347 espécies no Brasil, sendo a quarta
familia em numero de espécies entre as Angiospermas (DELPRETE &
JARDIM, 2012).

A divisdo da familia Rubiaceae apresenta controvérsias ao longo de
décadas. Inicialmente, baseada em caracteres morfolégicos, como a
observacdo de cromossomos, estipulas, entre outros, a familia foi dividida
em trés subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Guettardoideae e 28
tribos (VERDCOURT, 1958). Posteriormente foi reorganizada em quatro
subfamilias, Ixoroideae, Cinchonoideae, Antirheoideae e Rubioideae e em
44 tribos (ROBBRECHT, 1988).

Um estudo baseado na construcdo de subtribos pela analise da
sequéncia de quatro regides de cloroplastos: rbcL, rpsl6, trnL-trnF e atpB-
rbcL e confrontado com a morfologia e o0 conhecimento anatdmico e
biogeografico, ja conhecido, dividiu-se a familia Rubiaceae em apenas duas
subfamilias, Cinchonoideae e Rubioideae, quatro subtribos e um total de 40
tribos (Fluxograma 1) (ROBBRECHT & MANEN, 2006).



Familia Subfamilia Subtribo

Ixoridinae

Cinchonoideae

Cinchonidinae

Rubiaceae

Rubiidinae

Rubioideae

Psychotriidinae

Fluxograma 1 — Classificacdo da familia Rubiaceae segundo ROBBRECHT
& MANEN, 2006.

Um estudo filogenético publicado em 2009 sugeriu a divisdo da familia
Rubiaceae em trés subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae,
com mais de 44 tribos (Fluxograma 2) (BREMER & ERIKSSON, 2009). Essa
tltima classificacdo foi utilizada por Delprete & Jardim (2012) como a
principal estrutura para a discussao dos grupos taxondmicos de Rubiaceae

Juss. no Brasil.

Familia Subfamilia Tribo

9 tribos

Cinchonoideae

Ex.: Naucleeae

19 tribos
Rubiaceae Rubioideae
Ex.: Psychotrieae
16 tribos
Ixoroideae
Ex.: Coffeae
Fluxograma 2 - Classificacdo da familia Rubiaceae (BREMER &

ERIKSSON, 2009; DELPRETE & JARDIM, 2012).



Espécies da familia Rubiaceae apresentam uma variedade de
compostos quimicos como: flavonoides, iridoides, alcaloides, terpenos, entre
outros (SOUZA, MENDONCA & SILVA, 2013).

Contudo, a presenca de alcaloides é uma caracteristica marcante na
familia Rubiaceae, sendo que estudos de 2001 revelaram o isolamento de
cerca de 677 alcaloides de diferentes classes, nos quais se destacam o0s
quinolinicos, com 70 compostos elucidados, isoquinolinicos, com 44
compostos, os piperidinicos, com 38 compostos, 0s piridinicos, com 12
compostos e com 391 compostos identificados, os indélicos monoterpénicos
(CORDELL, QUINN-BEATTIE & FARNSWORTH, 2001).

Além do mais, os alcaloides isolados da familia Rubiaceae
apresentam diferentes propriedades, sejam elas farmacoldgicas ou
biol6gicas. Nas raizes da espécie Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes
(Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.) isolou-se dois alcaloides
isoquinolinicos, emetina (1) e cefaelina (2) (Figura 1) os quais apresentaram
atividade emética, antiamebicida e expectorante (FRANGCA, 2010). Na
espécie Cinchona ledgeriana (Howard) Bern. Moens ex Trimen foram
isolados os alcaloides quinolinicos diasteredmeros, quinina (3) e quinidina
(4), os quais apresentaram atividade antimalérica e antiarritmico (CORDELL,
QUINN-BEATTIE & FARNSWORTH, 2001).

Além disso, o alcaloide indélico iombina (5), isolado da espécie
Pausinystalia yohimbe (K. Schum.) Pierre ex Bielle, um agente simpatolitico
inibidor seletivo dos receptores a-2-adrenérgicos, apresentou uma acao
sobre a musculatura lisa que determina um aumento no ténus do intestino
(SCHRIPSEMA, DAGNINO & GOSMANN, 2010). A cafeina (6), 1,3,7-
trimetilxantina, um alcaloide do tipo xantinico, foi isolado da espécie Coffea
arabica L., a qual entra na composicdo de diversas especialidades
analgésicas, antipiréticas e antigripais, associada com acido acetilsalicilico,
paracetamol, etc. (RATES, 2010). Nas espécies Mitragyna speciosa (Korth.)
Havil. e Mitragyna ciliata Aubrév. & Pellegr. foi isolado o alcaloide inddlico
mitraginina (7), o qual apresentou atividade analgésica, antiinflamatoria
(DONGMO et al., 2003) e antinociceptiva, reducao da percepcéo da dor por
atuar no cérebro (MATSUMOTO et al., 1996).



No grupo de pesquisa do Laboratério de Produtos Naturais do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias, foram isolados
varios alcaloides da familia Rubiaceae, dentre os quais destacam-se alguns
inéditos como os alcaloides GR; (8) e GR, (9) (Figura 1) da espécie
Galianthe ramosa E. L. Cabral (FREITAS, 2011) e um alcaloide
ciclopeptidico, Amaoiuina (10), isolado da espécie Amaioua guianensis Aulb
(OLIVEIRA, 20009).

Emetina
R= OCH3

N Cefalina
Emetina (1) R=0H
Cefalina (2) Quinina (3)
Quinidina (4)
OCH ,
R ) N o “‘..
At é </ | \( OCH 3
0 i N N H 4COO0C
lombina (5) / ! Mitraginina (7)
OCH Cafeina (6)

— > 2 /I W/

Alcaloide GR; (8)

Alcaloide GR; (9) Amaoiuina (10)

Figura 1 — Exemplos de alcaloides isolados da familia Rubiaceae.
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A familia Rubiaceae também é representada por outros tipos de

metabolitos secundarios os quais apresentam uma ampla diversidade de

propriedades

bioldgicas

destacando-se 0s

iridoides,

flavonoides,

antraquinonas, terpenoides (triterpenos e diterpenos), entre outros (Tabela 1

e na Figura 2). Desses, os iridoides e as antraguinonas, juntamente com 0s

alcaloides inddlicos sédo considerados marcadores quimiotaxonémicos para
as subfamilias da familia Rubiaceae Juss. (BOLZANI et al., 2001).

Tabela 1 — Exemplos de metabdlitos secundarios isolados da familia Rubiaceae.

Exemplos de Metabdélitos

Espécies . Atividade Biolégica Referéncia
Secundarios
Atividade inseticida
Galium e Iridoides: contra formigas
i oo (TZAKOU
melanantherum Acido Geniposidico (10) Kalotermes flavicollis e
. _ et al., 2007)
Boiss. 10-hidroxiloganina (11) cupins Crematogaster
scutellaris
e Flavonoides:
Quercetina 3-O-3-D-
Palicourea rigida  glicosideo (12), Quercetina o o (ROSA et al.,
’ Atividade antioxidante
Kunth 3-O-soforosideo (13) e 2010)
Isoraminetina 3-glicosideo
(14)
Rennellia elliptica e Antroquinona: o _ _ (OSMAN et.
Atividade antiplasmodial
Korth. Rubiadina (15) al., 2010)
Uncaria e Triterpeno: . _ (SUN et al.,
. Atividade antitumoral
macrophylla Walll. Acido Ursélico (16) 2012)
_ Atividade antifangica
e Saponina:
i contra o fungo
Tocoyena Acido 28-0O-B-D- _ o (HAMERSKI
L fitopatogénico C.
brasiliensis Mart.  glucopiranosideo quinévico et al., 2005)

17)

cladosporioides (fracéo

cloroférmica das folhas)




COCH

HOH ,C
Acido Geniposidico (10)
12 Ry=H; R;=H

13 R1:CH3; R,=H
14 R;=H; R,=glicose

HO

OH o 2

Quercetina 3-O-3-D-glicosideo (12)

Quercetina 3-O-soforosideo (13)
Isoraminetina 3-glicosideo (14)

Acido Ursolico (16)

COOMe

HO

HO OGilc

10-hidroxiloganina (11)

O

I l CHj,
OH

O

Rubiadina (15)

Acido 28-0-B-D-glucopiranosideo quindvico (17)

Figura 2 — Exemplos de metabdlitos secundarios isolados da familia

Rubiaceae.



1.2. Geénero Psychotria

Um levantamento bibliografico realizado por Souza, Mendoncga & Silva
(2013), ressalta o estudo fitoquimico, etnobotanico e farmacologico de 104
espécies de plantas brasileiras distribuidas em 43 géneros, publicados entre
1991 e 2010. Dessas, destaca-se o estudo de 35 espécies da familia
Rubiaceae Juss., cujo o género Psychotria L. € o mais estudado devido a
sua diversidade farmacoldgica.

O género Psychotria L., um dos 50 géneros da tribo Psychotrieae,
pertencente a subfamilia Rubiodeae (LOPES et al., 2004), apresenta cerca
de 1000-1650 espécies em todo o mundo. Além disso, possui uma
taxonomia complexa, devido ao amplo namero de espécies e a falta de
caracteristicas  morfolégicas para estabelecer secBes botanicas
(NEPOKROEFF, BREMER & SYTSMA, 1999).

Esse género é representado por trés subgéneros: Psychotria, regido
pantropical, Heteropsychotria Steyerm., regido neotropical e Tetramerae
(Hiern) E. Petit, Africa e Madagascar. Essa divisdo baseia-se nas suas
caracteristicas morfologicas e suas distribuicdes geograficas (Fluxograma 3)
(PIMENTA et al., 2010; LOPES et al., 2004).

Género | Subgénero | Regi&o
Psychotria Pantropical
Psychotria L. Heteropsychotria Neotropical
Steyerm.
Tetramerae Africa e
(Hiern) E. Petit Madagascar

Fluxograma 3 — Subgéneros de Psychotria L.



O género Psychotria L. estd fortemente relacionado aos géneros
Cephaelis e Palicourea, onde as espécies do género Cephaelis foram
recentemente transferidas para o género Psychotria L. Além disso, andlises
filogenéticas moleculares apontam para a hipotese de fusdo do género
Palicourea ao subgénero Heteropsychotria Steyerm. para a formacéao de um
novo género, Psychotrophum P. Browne (KERBER et al., 2001, 2008;
LOPES et al., 2004).

A base dessas hipéteses esta bastante relacionada com a presenca
marcante dos alcaloides inddlicos monoterpénicos glicosilados, distribuidos
em diferentes estruturas, que sao caracteristicos de espécies do género
Palicourea, como a P. alpina (Sw.) DC. e P. adusta Standl. e do subgénero
Heteropsychotria Steyerm., como a Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl. e
a Psychotria brachyceras Miull. Arg. (LOPES et al.,, 2004; KERBER et al.,
2008).

Nas espécies de Psychotria L. foram isolados alcaloides inddlicos
monoterpénicos glicosilados inéditos para a suas classes, como N-B-D-
glicopiranosilvincosamida (GPV) (26) (Figura 3) de P. leiocarpa, sendo o
primeiro alcaloide N-glicosilado e O-glicosilado (HENRIQUES et al., 2004) e
a braquicerina (24) de P. brachyceras, com uma rota biossintética oriunda
do terpeno epiloganina (KERBER et al., 2001).

Por outro lado, os alcaloides polinddlicos como a quadrigemina A (21)
(Figura 3) e seus derivados, isolados da Psychotria forsteriana A. Gray, sao
caracteristicos do subgénero Psychotria, da regido pantropical (FARIAS et
al., 2009; PIMENTA et al., 2010).

Desse modo, alguns autores acreditam que os alcaloides podem ser
utilizados como marcadores quimiotaxonémicos para auxiliar na criagdo de
novos limites para o género Psychotria L. (SANTOS et al., 2001).

Como se pode observar na Tabela 2 e na Figura 3, das dez espécies
de Psychotria L. sete sdo pertencentes ao subgénero Heteropsychotria, P.
colorata (Willd. ex R. & S.) Muell. Arg., P. brachyceras Mull. Arg., P.
stachyoides Benth., P. leiocarpa Cham. & Schitdl., P. umbellata Vell., P.
myriantha Mull. Arg. e P. suterella Mull. Arg, o qual a maioria apresenta

alcaloides indolicos monoterpénicos glicosilados com excecdo da P.

8



colorata, com a presenca de alcaloides polinddlicos (pirrolidinoinddlicos).

Além disso, P. forsteriana A. Gray e P. henryi H. Lév., pertencentes ao

subgénero Psychotria, apresenta uma variedade de alcaloides polinddlicos,

enquanto na P. viridis Ruiz & Pav., usada no preparo da bebida ayahuasca,

identificou-se um alcaloide inddlico, conhecido como DMT (dimetiltriptamina).

Na Tabela 2 ainda observam-se as diversas propriedades bioldgicas

ja identificadas para os compostos de algumas espécies do género

Psychotria L.

Tabela 2 — Exemplos de alcaloides isolados do género Psychotria L.

Especies gle Exemplos de Alcaloides Atividade Biolégica Referéncia
Psychotria Isolados
P. colorata o
) Hodgkinsina (18) o o (ELISABETSKY
(Willd. ex R. & _ . Atividade analgésica
(-)-Calicantina (19) et al., 1995)
S.) Muell. Arg.
Psychotria viridis o . o (DE SOUZA,
_ N,N-dimetiltriptamina (20) Acéo alucindgena
Ruiz & Pav. 2011).
P. forsteriana A. Quadrigemina A (21) e Atividade citotéxica (ROTH et al.,
Gray seus derivados (hepatoma de ratos) 1986).

Alcaloide 1 (22)

P. henryi H. Lév. .
Alcaloide 2 (23)

(LIU et al., 2013)

P. brachyceras Propriedades anti-

Braquicerina (24)

(NASCIMENTO

Mull. Arg. inflamatorias et al., 2007)
P. stachyoides i (PIMENTA et al.,
Correantosideo E (25a)
Benth. 2010)
: N-B-D- - :
P. leiocarpa o o _ Atividade analgésica (FRAGOSO,
Glicopiranosilvincosamida _
Cham. & Schitdl. (26) inespecifica (extrato) 2007)
P. umbellata Psicolatina (27) e seus  Atividades analgésica (BOTH et al.,
Vell. derivados e antidepressiva 2005)
_ Efeito analgésico
P. myriantha o _
Miariantosina A (28) dose-dependente (FARIAS, 2006)
Mull. Arg.

(extrato)

P. suterella Mull. Extrato das folhas

Lialosideo (29)

Arg. altamente téxico

(SANTOS et al.,
2001)




Hodgkinsina (18) (-)-Calicantina (19) N,N-dimetiltriptamina (20)

S0 coo.

N /N\

B P

N 4 N N H N
S
N N

amzZ

Alcaloide 1 (22)

0Glc
H,CO0C

Braquicerina (24) N-B-D-Glicopiranosilvincosamida (26)

COOCH

3

Psicolatina (27) Miariantosina A (28)

Lialosideo (29)

Figura 3 — Exemplos de alcaloides isolados do género Psychotria L.
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Mais recentemente, o grupo de pesquisa de Produtos Naturais, 1Q-
UFG, publicou o isolamento de uma variedade de alcaloides inéditos, da
espécie P. prunifolia (Figura 4), entre eles o 10-hidroxi-iso-deppeaninol (30),
10-hidroxi-antirhina (31) e o N-Oxido-10-hidroxi-antirhina (32) destacando-se

0s compostos 14-oxoprunifoleina (33) e a estrictosamida (34), os quais

apresentaram atividade antileishmania (KATO et al., 2012)

10-hidréxi-iso-deppeaninol (30) 10-hidréxi-antirhina (31)  N-6xido-10-hidréxi-antirhina (32)

OGlc

Estrictosamida (33) 14-oxoprunifoleina (34)

Figura 4 — Alcaloides isolados da espécie Psychotria prunifolia (Kunth)

Steyerm.
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1.3. Psychotria hoffmannseggiana

Psychotria hoffmannseggiana (Wild. ex Roem. & Schult.) Mull. Arg.,
tem como sinonimias: Cephaelis dichotoma (Wild. ex Roem. & Schult.),
Cephaelis rubra Hoffmanns. Roem. & Schult., Psychotria microcephala Miq.
e Psychotria erythrophylla Muell. Arg. Essa espécie pertence ao subgénero
Heteropsychotria, € um subarbusto de 0,2 a 1,0 metro de altura e esta
distribuida na América Central, Colébmbia, Venezuela, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, Equador, Peru, Bolivia e Brasil (DELPRETE, 2010;
MARGALHO, ROCHA & SECCO, 2009). No Brasil, esta presente desde a
Bacia Amazobnica até o Centro-Oeste e Centro-Sul do pais (DELPRETE,
2010).

Em relacdo ao ambiente, a espécie € encontrada em uma grande
variedade de habitats, de 100 a 1.500 m de altitude, florescendo e
frutificando o ano inteiro (MARGALHO, ROCHA & SECCO, 2009). No
entanto, na regido Centro-Oeste essa espécie floresce e frutifica de outubro
a abril, com periodo predominante de novembro a marco (DELPRETE,
2010).

Na Tabela 3 descrevemos a taxonomia de P. hoffmannseggiana.
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Tabela 3 - Taxonomia da espécie Psychotria hoffmannseggiana
(MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2014).

Classificagéao Espécie Vegetal
Reino Plantae
Diviséo Spermatophyta
Subdivisdo Magnoliophytina
Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem Asteranae Takht.
Ordem Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia Rubiaceae Juss.
Subfamilia Rubioideae
Tribo Psychotrieae
Género Psychotria L.
Subgénero Heteropsychotria Steyerm.

Psychotria hoffmannseggiana (Wild. ex

Espécie .
Roem. & Schult.) Mdll. Arg.

Até o presente momento, de acordo com a revisao bibliogréfica, esse

€ o primeiro estudo quimico para P. hoffmannseggiana.
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http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352415
http://www.tropicos.org/Name/43000072
http://www.tropicos.org/Name/42000315
http://www.tropicos.org/Name/40019204

1.4. Biossintese de Metabolitos Secundarios

Na rota biossintética de varios metabdlicos secundarios,
principalmente dos alcaloides, temos o acido chiquimico formado pela
condensacdo alddlica de dois metabdlitos da glicose: o fosfoenolpiruvato e a
eritrose-4-fosfato. O &cido chiguimico pode ser metabolizado em acido
corismico, sendo designado como chiquimato e corismato, devido ao pH
predominante no meio (SANTOS, 2010).

O acido corismico resultante de uma molécula de acido chiquimico e
de um fosfoenolpiruvato, por sua vez originam os aminoacidos aromaticos,
como o triptofano, precursor dos alcaloides indélicos e quinolinicos e a
fenilalanina, o qual o cinamato, precursor dos fenilpropandides, fornece os
ligndides e cumarinas (Figura 5) (SANTOS, 2010).
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quinolinicos
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Figura 5 — Proposta biossintética para os aminoacidos aromaticos, triptofano
e cinamato (SANTOS, 2010).
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1.5. Biossintese dos Alcaloides

Os alcaloides indolicos monoterpénicos caracteristicos da familia
Rubiaceae e do género Psychotria L., contém dois elementos estruturais: um
anel inddlico e uma unidade C9 ou C10 derivada da unidade secologanina
(MARINHO, 2001; SANTOS, 2010).

Na rota biossintética desses alcaloides (Figura 6) o nucleo inddlico é
derivado do aminoacido triptofano, o qual é descarboxilado pela enzima
citossolica triptofano descarboxilase (TDC), formando a triptamina. Enquanto
isso na via de Rohmer, que ocorre no cloroplasto, (gliceraldeido/piruvato), o
secoiridoide secologanina é formado a partir do geraniol, sendo
primeiramente hidroxilado pela enzima geraniol 10-hidroxilase (G10H).
Desse modo, a triptamina e a secologanina formadas na via do chiquimato e
via de Rohmer, respectivamente, sao condensadas pela enzima
estrictosidina sintase (STR) formando a estrictosidina, um alcaloide
glicosilado, considerado o precursor comum na biossintese dos alcaloides
indd6licos monoterpenoides (MARINHO, 2001; FRAGOSO, 2007).

Além do mais, a estrictosidina pode sofrer uma conversao através da
estrictosidina B-glicosidase (SGD), levando ao rearranjo de varias estruturas,
sendo a estrictosidina um intermedidrio central de pelo menos 3000
alcaloides (FRAGOSO, 2007).
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Figura 6 — Proposta biossintética para os alcaloides inddlicos monterpénicos
(MARINHO, 2001; SANTOS, 2010).
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1.6. Biossintese das Cumarinas

As cumarinas sdo isoladas na familia Rubiaceae e no género
Psychotria. Elas s@o derivadas do metabolismo da fenilalanina, via do acido
chiquimico, em que o &acido (E)-cinamico, por oxidagé&o, resulta no &cido o-
cumarico (Figura 6) (CZELUSNIAK, 2012).

O &cido o-cumarico sofre, em seguida, glicosilacdo, o qual a hidroxila
fendlica condensa com uma unidade de glicose e isomerizacédo (Z)/(E), o
que é fundamental para o processo de lactonizacdo e formacao final da
cumarina (Figura 6). A cumarina € liberada apenas apoés hidrélise enzimatica
e lactonizacéo, processos que ocorrem na danificacdo dos tecidos vegetais

durante extragéo e processamento (SANTOS, 2010).

COOH COOH \ COOH
-NHs OX|dac;ao
—>
NH, Fenilalanina
onia li OH

H

amonia liase
Fenilalanina Am_dcg trans- Acido o-cumarico
cindmico
Glicosilaco
L Isomerizacao COOH
X, Lactonizagdo (Z)/(E)
«—
N COOH
(e} (@] OGlc OGlc
Cumarina Acido o-cumarico-p-D-glicose

Figura 7 — Rota biossintética das cumarinas (CZELUSNIAK, 2012).
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2. OBJETIVOS

Diante da riqueza de propriedades quimicas, bioldgicas e
farmacologicas tanto da familia Rubiaceae quanto do género Psychotria L.,
selecionou-se a espécie Psychotria hoffmannseggiana para a contribuicéo
do seu estudo quimico.

Especificamente tem-se 0s seguintes objetivos:

» Estudo quimico da P. hoffmannseggiana visando o isolamento, a
elucidacdo estrutural e a identificacdo de metabolitos secundarios,
principalmente alcaloides, presentes nas suas folhas, através de
técnicas espectroscopicas, como ressonancia magnética nuclear,
infravermelho, ultravioleta e espectrometria de massas.

» Avaliagdo da atividade antioxidante do extrato bruto das folhas, do
extrato acido cloroférmico e dos extratos basicos cloroférmico, acetato
de etila e n-butandlico da P. hoffmannseggiana, utilizando-se o ensaio
com o radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Métodos

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em silica gel 60
[0,063 — 0,200 mm (70 — 230 mesh ASTM, Merck)], silica gel 60 (0,040 —
0,063 mm) (sob pressdo atmosférica) e SEPHADEX LH-20, em colunas de
vidro cujo didametro e altura variaram conforme a massa dos extratos.

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) e camada delgada
preparativa (CCDP) empregaram-se placas de aluminio (silica gel 60 Fsq4;
Merck) ou placas de vidro. As placas de vidro para CCD e CCDP foram
confeccionadas com camada de silica gel 60 PF2s4.365 (Macherey-Nagel) de
0,25 mm e 1,00 mm de espessura, respectivamente. As dimensdes das
placas de CCD foram de 3 x 10 cm e 5 x 10 cm, e para as CCDP de 10 x 20
cm.

Os solventes utilizados nas CC, CCDP e CCD apresentavam grau de
pureza PA ou foram tratados e destilados quando necessario.

Os agentes reveladores empregados nas CCD e / ou CCDP foram:

= Luz UV (254 e 365 nm);

» Reagente de Dragendorff — especifico para alcaloides e
compostos nitrogenados. Resposta positiva: Coloragéo
Alaranjada;

= MeOH/H,SO, (1:1 v/v) - seguido de aquecimento até
carbonizagdo;

» Anisaldeido/H,SO, — reagente especifico para terpenoides e

acucares. Reacéo positiva: Coloracéo roxa e outras;
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Para a elucidagao estrutural dos compostos foram empregadas as
técnicas unidimensionais de RMN 'H e bidimensionais COSY, NOESY,
HSQC (correlagdo direta, 'Jcy) € HMBC (correlagdo & longa distancia,
23Jch), onde os deslocamentos quimicos de RMN *°C foram obtidos pelo
mapa de correlacdo de hidrogénio para carbono, HSQC. Todos os espectros
e mapas de correlacdo foram obtidos em espectrdmetro (500 MHz para *H e
125 MHz para *3C) Bruker Avance 1l 500 11,75 T, localizado no Instituto de
Quimica da UFG. Os deslocamentos quimicos foram obtidos em ppm, tendo
como referéncia interna o TMS (tetrametilsilano, 6=0,0 ppm) em CDCI3; e/ou
MeOD.

Os espectros de infravermelho foram obtidos no espectrometro
Frontier FT-IR (Perkin Elmer), com 32 varreduras na regido do infravermelho
médio, zona entre 4000 cm™ a 400 cm™.

A rotacdo Optica foi obtida do polarimetro ADP 440 (+) (Bellingham &
Stanley) com tubo polarimétrico de 0,5 dm e temperatura de 20°C. O
experimento foi realizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal
de Goiés.

Os espectros de massas foram obtidos no espectrémetro de massas
LTQ FT Ultra (ThermoScientific, Bremen, Germany), pelo método de ESI em
modo positivo. O experimento foi realizado no Centro de Pesquisas
da Petrobras (CENPES) no Rio de Janeiro.

Nos ensaios de atividade antioxidante utilizou-se o radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil, DPPH, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). As leituras de
absorbancia foram obtidas em espectrofotometro UV-Vis (GEHAKA, UV-380
G), no comprimento de onda de 515 nm. O &cido ascoérbico, antioxidante
comercial, foi utilizado como controle positivo.

A determinacdo do ponto de fusédo foi realizada no fusémetro Karl

Kolb, no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias.
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3.2. Estudo Quimico de P. hoffmansegianna

3.2.1. Coleta e Preparo do Material Vegetal

As folhas da espécie P. hoffmansegianna (Figura 8) foram coletadas
em fevereiro de 2012, no periodo de floragdo, a sombra, no bosque St.
Hilaire do Campus Samambaia da UFG, Goiania-GO, sendo a sua
identificacdo realizada pelo Prof. Dr. Piero Giuseppe Delprete, Herbier de
Guyane (CAY), UMR AMAP, Institut de Recherche pour le Développement
(IRD), Cayenne, Guiana Francesa (Franca). A exsicata estd depositada no
Herbario da Universidade Federal de Goias, Unidade de Conservacao

PRPPG, Campus Il, Goiania, GO, sob o nimero de registro 12014.

Figura 8 — Psychotria hoffmannseggiana

A secagem das folhas foi realizada em estufa (modelo 315 SE,
Fanem) a 40°C e moidas em moinho de facas tipo Willey (MA 048, Marconi).
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3.2.2. Extragdo e Fracionamento do Extrato

As folhas secas e trituradas (461 g) foram entdo submetidas a
extracao, a temperatura ambiente, em etanol 96%, durante o periodo de 7
dias. O solvente foi evaporado sob vacuo, em evaporador rotativo (MA 120,
Marconi) resultando no extrato bruto etandlico das folhas, 40,5 g.

O extrato bruto etandlico (PHEB-Et) (30 g) foi submetido ao
fracionamento acido-base (Fluxograma 4), sendo solubilizado em 400 mL de
solucdo aquosa de &cido acético 10% (v/v) e mantido sob agitacdo por 24h.
A solucao foi filtrada em funil de Blchner para a separacdo dos residuos
obtidos, fornecendo a solucdo aquosa acida.

A solugdo aquosa &cida, 400 mL, foi extraida com cloroférmio, 3 x 200
mL, a qual foi seca sob Na,SO, anidro. O solvente orgéanico foi eliminado em
evaporador rotativo, obtendo-se o extrato acido cloroférmico (PHEA-C) e o
extrato aquoso acido 1.

O extrato aquoso acido 1 foi neutralizado com hidroxido de amoénio,
pH 7,0, e em seguida, extraido com cloroférmio, 3 x 200 mL. A fase
cloroférmica foi seca sob Na,SO,4 anidro e o solvente organico foi eliminado
em evaporador rotativo, obtendo-se o extrato neutro cloroféormico (PHEN-C)
e 0 extrato aquoso neutro 2.

O extrato aquoso neutro 2 foi basificado com hidroxido de aménio, a
um pH entre 9-10, sendo denominado extrato aquoso basico 1, o qual foi
extraido com cloroformio, 3 x 200 mL, acetato de etila, 3 x 200 mL e n-
butanol, 3 x 200 mL. As fases organicas foram secas sob Na,SO, anidro e
0s solventes organicos foram eliminados em evaporador rotativo, obtendo-se
0 extrato basico cloroformico (PHEB-C), extrato basico acetato de etila
(PHEB-ACOEt) e extrato basico n-butandlico (PHEB-n-BuOH),

respectivamente.
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Extrato Bruto
EtOH das Folhas
(PHEB-EY)
m=30,0 g

Filtracdo

Solugcdo Aquosa
Acida

Residuo
m=0,4 g

Cloroférmio (3 x 200 mL)

Extrato Acido
CHCl; (PHEA-C)
m=7,5g

Extrato Aquoso
Acido 1

Extrato Aquoso
Neutro 1

NH,OH (pH=7)

Cloroférmio (3 x 200 mL)

Solucéo de 10% de Acido Acético

Extrato Neutro
CHCI3; (PHEN-C)
m=0,3 g

Extrato Aquoso
Neutro 2

Extrato Aquoso
Basico 1

NH,OH (pH=9-10)

Cloroférmio (3 x 200 mL)

Extrato Basico
CHCI; (PHEB-C)
m=0,2 g

Extrato Aquoso
Bésico 2

Acetato de Etila (3 x 200 mL)

Extrato Basico
AcOEt
(PHEB-ACOEY)
m=1,2 g

Extrato Aquoso
Basico 3

n-Butanol (3 x 200 mL)

Extrato Basico
n-BuOH
(PHEB-n-BuOH)
m=7,4 g

Extrato Aquoso
Bésico 4
m=13,0 g

Fluxograma 4 — Fracionamento &cido-base do extrato bruto etandlico das
folhas (PHEB-EY).
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Com a andlise por CCD e dos espectros de RMN de *H dos extratos

neutro (PHEN-C) e bésico cloroférmico (PHEB-C) (Espectro 1) observou-se

gque ambos apresentavam o mesmo perfil. Portanto, reuniu-se os mesmos

em um Unico extrato, sendo denominado extrato basico cloroférmico (PHEB-

Q).

Desse modo, as massas e o0 rendimento dos extratos reunidos do

fracionamento acido-base estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Massa (g) e rendimento dos extratos reunidos do fracionamento acido-

base do extrato bruto das folhas.

Extratos Caodigo Massa (g) Rendimento (%)
Acido Cloroférmico PHEA-C 7.5 25
Basico Cloroférmico PHEB-C 0,5
Bésico Acetato de Etila PHEB-AcCOEt 1,2 4
Béasico n-Butandlico PHEB-n-BuOH 7,4 25
Total= 16,6 56
Extrato Aquoso Basico 4 13,0 43
Residuo 0,4 1
Total= 30 100
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3.2.3. Extrato Acido Cloroférmico das Folhas (PHEA-C)

Uma aliquota do extrato acido cloroformico das folhas (3,0 g) foi
submetida a cromatografia em coluna de silica gel 60 Merck, (¢=3,0 cm e
h=20 cm), sistema flash, utilizando como eluentes cloroférmio e gradientes
crescentes de cloroférmio/metanol até metanol 100%, a qual forneceu 420
fracOes (Fluxograma 5), de aproximadamente 15 mL cada (Tabela Al).

As fracOes apds serem analisadas por CCD foram reunidas em 55
novas fragbes, segundo as semelhancas no perfil cromatografico (Tabela
A2).

A fracdo reunida F-43-51 (30,5 mg), foi submetida a uma
cromatografia de camada delgada preparativa, CCDP, utilizando como
eluente cloroférmio / metanol (98:2). Ao final da CCDP, obteve-se 4
subfracdes (Tabela 5), a subfracdo Sub-F2 mostrou-se pura nas analises por

CCD, sendo denominada como composto PH-01 (2,5 mg).

Tabela 5 — SubfracGes obtidas da CCDP da F-43-51.

Subfracéo (Sub-F) Massa (mg)
1 6,9
2 2,5 PH-01 (0,08%)
3 7,5
4 8,3

A fragdo F-64-74 (31,4 mg), foi purificada por CCDP, utilizando como
eluente cloroférmio / metanol (97:3). Ao final da CCDP, obteve-se 5
subfracdes (Tabela 6), o qual a subfracdo Sub-F3 mostrou-se pura nas

analises de CCD, sendo denominada como composto PH-02 (3,0 mg).

Tabela 6 — Subfracdes obtidas da CCDP da F-64-74.

Subfracéo (Sub-F) Massa (mg)
1 5,9
2 54
3 3,0 PH-02(0,10%)
4 6,3
5 5,6
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Nas demais fragcdes analisadas, ndao obteve-se o isolamento de

nenhum outro composto.

Extrato Acido
CHCl; (PHEA-C)
m=3,0 g

CC (Silica Gel)
$=3,0 cm e h=20,0 cm
Gradiente: CHCIl3/ MeOH

420 fracdes

CCD
Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,

55 fracdes
reunidas
F-43-51 F-64-74
m=30,5 mg m=31,4 mg
CCDP CCDP
Eluente: CHCI3;/ MeOH (98:2) Eluente: CHCI3/ MeOH
(97:3)
4 subfragdes
5 subfracdes
Sub-F1 Sub-F2 Sub-F3 Sub-F4
6,9 mg 2,5 mg 7,5 mg 8,3 mg
PH-01
(0,08%)
Sub-F1 Sub-F2 Sub-F3 Sub-F4 Sub-F5
5,9 mg 5,4 mg 3,0 mg 6,3 mg 5,6 mg
PH-02
(0,10%)

Fluxograma 5 — Fracionamento do extrato acido cloroférmico das folhas

(PHEA-C).
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3.2.4. Extrato Basico Cloroférmico das Folhas (PHEB-C)

Uma aliquota do extrato basico cloroférmico das folhas (0,4 g) foi
submetida a cromatografia em coluna de silica gel 60 Merck, sistema flash,
(6=2,0 cm e h=15,0 cm), utilizando como eluentes acetato de etila e
gradientes crescentes de acetato de etila/metanol até metanol 100%,
fornecendo-se 50 fragdes (Fluxograma 6), de aproximadamente 15 mL cada
(Tabela A3).

Através das analises por CCD de todas as fragfes verificou-se que as
fracbes F-5 e F-24 encontravam-se puras, além de apresentarem resposta
positiva para o reagente Dragendorff, sendo denominadas como PH-03 (7,7
mg) e PH-05 (3,5 mg), respectivamente.

As demais fra¢cdes também foram analisadas por CCD e reunidas em
16 novas fracdes, segundo as semelhancas no perfil cromatogréfico (Tabela
Ad).

A fracdo F-20-23 (20,0 mg) foi purificada por CCDP, utilizando como
eluente cloroférmio / metanol (75:25). Ao final da CCDP, obteve-se 5
subfracdes (Tabela 7), as subfracbes Sub-F2 e Sub-F3 mostraram-se puras
nas analises de CCD e apresentaram resposta positiva para o reagente
Dragendorff, sendo denominadas como composto PH-04 (2,7 mg) e PH-06

(3,2 mg), respectivamente.

Tabela 7 — Subfractes obtidas da CCDP da F-20-23.

Subfracado (Sub-F) Massa (mg)
1 3,1
2 2,7 PH-04 (0,7%)
3 3,2 PH-06 (0,8%)
4 2,4
5 3,2
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Extrato Basico

CHCI; (PHEB-C)

m=0,4 g

50 fracdes

CCD

CC (Silica Gel)
$=2,0 cm e h=15,0 cm
Gradiente: AcOEt/ MeOH

Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,

16 fracdes
reunidas
F-5 F-20-23 F-24
m=7,7 mg m=20 mg m=3,5 mg
PH-03 PH-05
(1,9%) CCDP (0,9%)
Eluente: CHCI;/ MeOH (75:25)
5 subfracdes
CCD
Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,
SubF-1 SubF-2 SubF-3 SubF-4 SubF-5
m=3,1 mg m=2,7 mg m=3,2 mg m=2,4 mg m=3,2 mg
PH-04 PH-06
(0,7%) (0,8%)

Fluxograma 6 — Fracionamento do extrato basico cloroférmico das folhas

(PHEB-C).
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3.2.5. Extrato Basico Acetato de Etila das Folhas (PHEB-AcOEt)

Uma aliquota do extrato basico acetato de etila das folhas (1,1 g) foi
submetida a cromatografia em coluna de silica gel 60 Merck, (¢=2,0 cm e
h=15 cm), utilizando como eluentes cloroférmio e gradientes crescentes de
cloroférmio/metanol até metanol 100%, fornecendo 103 fracdes (Fluxograma
7), de aproximadamente 15 mL cada (Tabela A5).

As fracBes apds serem analisadas por CCD foram reunidas em 11
novas fragbes, segundo as semelhancas no perfil cromatografico (Tabela
AB).

A fracdo reunida F-62-103 (713,9 mg), foi submetida a uma nova
coluna cromatogréafica em silica gel 60 Merck, sistema flash, (¢=2,0 cm e
h=15 cm), utilizando como eluentes cloroférmio e gradientes crescentes de
cloroférmio/metanol até metanol 100%, obtendo-se 170 subfracbes, de
aproximadamente 15 mL cada (Tabela A7).

Através da andlise de todas as subfracbes por CCD, as mesmas
foram reunidas em 14 novas subfra¢gbes, segundo semelhancas no perfil
cromatografico (Tabela A8). Desse modo, verificou-se que a subfracéo
SubF-94-114, apresentou-se pura e com resposta positiva para o reagente
Dragendorff, sendo denominada como PH-07 (258,6 mg).

Nas demais fracdes ndo foi possivel o isolamento de nenhum outro

composto devido a diversidade e complexidade das misturas.
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170 subfracbes

AcOEt

m=1,1g

Extrato Basico

(PHEB-ACOEY)

103 fracdes

CCD
Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,

CC (Silica Gel)
$=2,0 cm e h=15,0 cm
Gradiente: CHCIl;/ MeOH

CC (Silica Gel)

$=2,0 cm e h=15,0 cm
Gradiente: CHCIl;/ MeOH

11 fracBes
reunidas

CCD

Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,

14 subfracdes
reunidas

SubF-94-114
m=258,6 mg
PH-07
(23,5%)

F-62-103
m=713,9 mg

Fluxograma 7 — Fracionamento do extrato basico acetato de etila das folhas

(PHEB-ACOEY).
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3.2.6. Extrato Basico n-Butandlico das Folhas (PHEB-n-BuOH)

Uma aliquota do extrato basico n-butanolico das folhas (2,0 g) foi
submetida a cromatografia em coluna, SEPHADEX LH-20, (¢=3,0 cm e h=30
cm), utilizando como eluente cloroférmio / metanol (90:10), em um sistema
isocrético, fornecendo-se 80 fracbes (Fluxograma 8), de aproximadamente
10 mL cada (Tabela A9).

As fracBes apds serem analisadas por CCD foram reunidas em 11
novas fragbes, segundo as semelhancas no perfil cromatografico (Tabela
A10). A fracdo reunida F-27-62 (457,5 mg), foi resubmetida a uma nova
coluna cromatografica em coluna de silica gel 60 Merck, sistema flash,
(6=2,0 cm e h=20,0 cm), utilizando como eluentes cloroférmio/metanol até
metanol 100%, fornecendo-se 62 subfracbes, de aproximadamente 15 mL
cada (Tabela Al11).

Ap6s as analises por CCD de todas as subfracfes, essas foram
reunidas segundo as semelhancas no perfil cromatografico, obtendo 11
novas subfragbes (Tabela Al2). A subfragcdo SubF-48-55 forneceu cristais
incolores, sendo denominada como composto PH-07 (108,9 mg),
apresentando resposta positiva frente ao reagente Dragendorff.

Uma nova aliquota do extrato basico n-butandlico das folhas (1,9 g),
foi submetida a cromatografia em coluna, em silica gel 60 Merck, (¢=3,0 cm
e h=20,0 cm) utlizando-se como eluentes gradientes crescentes de
cloroférmio/metanol até metanol 100%, fornecendo-se 198 subfracfes, de
aproximadamente 15 mL cada (Tabela A13).

Apds as andlises por CCD de todas as fracdes, essas foram reunidas
segundo as semelhancas no perfil cromatografico, obtendo-se 18 novas
subfracdes (Tabela Al4). A subfracdo SubF-99-109 apresentou resposta
positiva frente ao reagente Dragendorff, fornecendo cristais incolores,
denominada como composto PH-07 (200,7 mg).

Por outro lado, a fracdo reunida F-71-76 (98,7 mg) foi submetida a
uma nova coluna cromatogréfica de silica gel 60 Merck, sistema flash (¢=2,0
cm e h=15,0 cm) utilizando-se como eluentes cloroférmio e gradientes

crescentes de cloroférmio/metanol até metanol 100%, fornecendo 55
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subfracbes, de aproximadamente 15 mL cada (Tabela Al15). Apés as

analises por CCD de todas as subfracdes, essas foram reunidas segundo as

semelhancas no perfil cromatografico, obtendo 21 novas subfracdes (Tabela

A16). A subfragcdo Sub-F-19-20 forneceu um solido amarelo, o qual foi

denominado como composto PH-08 (5,5 mg).

Extrato Basico Extrato Basico
n-BuOH n-BuOH
(PHEB-n-BuOH) (PHEB-n-BuOH)
m=2,0 g m=1,9g
CC / SEPHADEX LH-20 CC (Silica Gel)

Eluente: CHCI3/ MeOH (95:5)

$=3,0 cm e h=20,0 cm
Gradiente: CHCIl;/ MeOH

80 fracdes 198 fracbes
Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO, Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,
11 fracBes 18 fracdes
reunidas reunidas
F-27-62
m=457,5 mg
SubF-99-109 F-71-76
CC (Silica Gel) m=200,7 mg m=98,7 mg
Gradiente: CHCl;/ MeOH PH-07 ”
(10,6%) CC (Silica Gel)
62 subfracdes Gradiente: CHCI;/ MeOH
55 subfracdes
CCD

11 subfracbes
reunidas

CCD
Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,

SubF-48-55
m=108,9 mg
PH-07
(5,5%)

Dragendorff ou Anisaldeido-H,SO,

21 subfracdes
reunidas

SubF-19-20
m=5,5 mg
PH-08
(0,29%)

Fluxograma 8 — Fracionamento do extrato bésico n-butandlico das folhas

(PHEB-n-BuOH).
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3.3. Atividade Antioxidante

O método utilizado para a avaliacdo da atividade antioxidante do
extrato bruto etandlico das folhas, do extrato acido cloroférmico e dos
extratos basicos cloroférmico, acetato de etila e n-butandlico foi a reacéo
desses com um radical estavel, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), em uma
solucéo de metanol.

Todas as leituras foram realizadas em triplicatas, com solu¢cbes de
diferentes concentracBes dos extratos e do padrdo, &cido ascérbico,
preparados em metanol.

Aliguotas (0,3 mL) de diferentes concentracdes variando de 10 a 300
ng.mL* foram adicionadas a 2,7 mL da solugédo de DPPH (40 pg.mL™ em
metanol) nos tubos de ensaio. O controle foi preparado a partir de 2,7 mL da
solucdo de DPPH em 300 pug.mL™* de metanol, sem adicdo de extrato. Todas
as amostras foram deixadas em repouso, a temperatura ambiente e no
escuro, por 30 minutos. ApGs o tempo de espera, a descoloracao do radical
DPPH foi registrada através das absorbancias das amostras em
espectrofotdmetro de UV-Vis em comprimento de onda de 515 nm.

A capacidade de sequestrar o radical livre foi expressa como
percentual de inibicdo de oxidacdo do radical e calculado conforme férmula
abaixo:

% Inibicdo= ((AbS controle — (ADS amostra — ADBS pranco))/ADS controle) X 100, onde:
Abs controle = @bsorbancia da solucéo de DPPH,;
AbS amostra = @absorbancia da amostra em solucdo de DPPH (ROESLER et al.,
2007);

O valor de concentracao inibitoria, Clso (concentragdo necesséria para
inibir 50% do DPPH), foi obtido através da analise de regresséao linear pelo
programa Origin Pro 8, por meio de um grafico com a percentagem de
inibicdo na abscissa, versus a concentragdo das amostras em diferentes
concentracdes na ordenada, obtendo assim uma reta (ROESLER et al.,
2007). Desse modo, permitiu-se definir a concentracdo da amostra em

ng.mL™ necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Compostos Isolados

O estudo fitoquimico das folhas de P. hoffmannseggiana resultou no
isolamento e identificacdo estrutural dos compostos descritos na Tabela 8 e

na Figura 9.

Tabela 8 — Compostos isolados das folhas de P. hoffmannseggiana.

Teor de

Extrato Coee composto no CEMPESIDE Referéncias
(massa) Isolados
extrato (%)
Scido CHE| PH-01 008 Sinapato de (DALL’ACQUA et al.,
3 (2,5 mg) ; metila 2002)
) PH-02 _ (ZHANG, DAI &
i Isoescopoletina
Acido CHCI; (3,0 mg) 0,10 LIAO, 2011)
_ PH-03 (SEKI, HASHIMOTO
= Harmano
Basico CHCls 7 7 mg) 19 & HINO, 1993)
. N-Metil-1,2,3,4-  (EI.SHAZLY & WINK,
Bésico CHCI PH-04 0,7 tetrahidro
° (27mg) ! o 2003)
carbolina
_ PH-05 o (BUCHANAN et al.,
4 N-Metiltriptamina
Basico CHCI; (3.5 mg) 0,9 2007)
) (VEROTTA et al.,
Bésico CHCl; PH-06 0,8 (+)-Quimonantina
(3,2 mg) 2002)
Basico n-BuOH 11,4
o PH-07 o Acido (HAMZAH et al.,
o (568,2 mq) estrictosidinico 1994)
Basico AcOEt 23,5
Basicon-BuoH  ~H-08 0,29 B—Etilglicose (OLIVEIRA, 2009)
(5,5 mg)
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A elucidagédo estrutural dos compostos isolados foi baseada nos
dados de espectroscopia de infravermelho (IV), ultravioleta (UV),
ressonancia magnética nuclear [*H e **C] uni e bidimensional, e

corroborados pelos dados da literatura.

0
: | e
3
HoC” X o” HO
\
HO
e
H4C

H4CO O \o
3

PH-01 — Sinapato de metila PH-02 — Isoescopoletina

D Bl
N = N N\\CH
H H 3

CHs PH-04 — N-Metil-1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolina

PH-03 — Harmano

H3C

I
I
I

CHg

PH-06 — (+)-Quimonantina

OGlu HO
H
HO ©
I HO 0. _-CHs
© OH

PH-07 — Acido estrictosidinico

PH-08 — B-Etilglicose

Figura 9 — Compostos isolados das folhas de P. hoffmannseggiana.

36



4.2. Elucidagéo Estrutural
4.2.1 Composto PH-01

O composto PH-01 (Figura 10) foi isolado do extrato acido
cloroférmico, na forma de um sélido amarelo, p.f. 99-102°C (lit. p.f. 92-93°C,
SANZ e MAKO, 1990), apresentando no espectro de ultravioleta absorcéo
em 200 nm, 240 nm e 300 nm (Espectro 11).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho mostrou
absorcdes referentes a deformacéo axial de O-H em 3411 cm™, deformacao
axial da ligagdo C=0 de um éster a,p-insaturado em 1701 cm™, deformacéo
axial da ligacdo C=C aromatica em 1456 cm™’ e 1505 cm™ e uma
deformac&o axial da ligagdo C-O-C de éter arilico, simétrica, em 1262 cm™ e
assimétrica em 1109 cm™ (Espectro 12).

Através dos dados do espectro de RMN de *H (CDCl;, 500 MHz, &
ppm) (Espectro 2) foram observados dois sinais de hidrogénios vicinais
olefinicos, como um dubleto em &4 6,31 (H-8, 1H) e um duplo tripleto em &y
7,61 (H-7, 1H) (Espectro 3). O hidrogénio H-7 apresenta um acoplamento
vicinal de configuracdo E com o hidrogénio H-8 com J=15,9 Hz e um outro
acoplamento (J=0,5 Hz) com os hidrogénios aromaticos simétricos, H-2 e H-
6 em oy 6,78 (d, 2H), caracteristicos de um anel aromatico tetrassubstituido.
Além disso, identificou-se dois grupos metoxilas ligadas ao anel aromatico
em: oy 3,93 (s, H-11 e H-12, 6H), e um outro singleto, mais blindado, em dy
3,81 (s, H-10, 3H), referente a metoxila do grupo éster (Espectro 4).

O mapa de correlacdo de HSQC (Espectro 5) forneceu as correlagcdes
dos hidrogénios com seus respectivos carbonos, observando-se quatro
carbonos CH do tipo sp? em: &. 104,9 (C-2 e C-6), §. 115,4 (C-8) e &, 145,0
(C-7), e trés carbonos de metoxilas em: &. 56,1 (C-11 e C-12) e 5. 51,5 (C-
10) (Espectro 6 e 7).

Pelo mapa de correlacdo de HMBC (Espectro 8) observou-se a
substituicdo do anel aromatico pelas correlagdes dos hidrogénios olefinicos,

H-7 e H-8 com o carbono quaternario C-1 (3. 126,0) e dos hidrogénios
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aromaticos H-2 e H-6 com os carbonos quaternarios C-1 (6. 126,0), C-4 (&
137,3) e C-3/ C-5 (3. 147,4), confirmando-se a presenca do anel aromatico
1,3,4,5-tetrassubstituido. A substituicdo em C-3 e C-5 sdo sugeridas pelas
correlagcdes com os hidrogénios metoxilicos H-11 e H-12, respectivamente
(Espectro 9 e 10).

E por fim, observam-se as correlacbes do carbono carbonilico de
éster em C-9 (6. 167,2) com o hidrogénio metoxilico, H-10 e com os
hidrogénios olefinicos ligados ao anel aromatico, H-7 e H-8, o qual também

correlacionam-se entre si (Espectro 9 e 10).

Figura 10 — Principais correlacdes de HMBC ( a ) para o composto PH-01.

Dessa forma o composto PH-01 foi identificado através da analise dos
dados espectroscoépicos (Tabela 9) e corroborado pelos dados da literatura
(DALLACQUA et al, 2002), como sendo o (E)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxicinamato de metila, conhecido como sinapato de metila, um
derivado do &cido cinamico.

O composto sinapato de metila ja foi isolado da espécie Raphanus
sativus L., familia Cruciferaceae (DUAN et al., 2006) e da familia Rubiaceae
ja foi isolado da espécie Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum. (SILVA,
CARVALHO & ALVES, 2008).
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Tabela 9 — Dados de RMN *H, HSQC (}J¢i) e HMBC (>*Jcy) do composto PH-01 e sinapato de metila.

PH-01

Sinapato de metila *
(DALL’ACQUA et al., 2002)

Posicdo HSQC 81 (ppm); multiplicidade; HMBC 5 &4 (ppm); multiplicidade;
J (H2) ¢ J (H2)
1 1260 - 126,1
2 104,9 6,78:d; 0,5 C-1/C-3/C-4/C-6/C-7 106,0 6,8 s
3 1474 e 1481 o
4 1373 e 1384
5 1474 e 1481
6 104,9 6,78;d; 0,5 cC-1/Cc-2/Cc4/C-5/C-7 106,0 6,8; s
7 145,0 7,61;dt;0,5e 15,9 c-1/c-2/Cc-6/C-8/C-9 145,0 7,61;d; 15,95
8 115,4 6,31;d; 15,9 C-1/C-7/C-9 116,0 6,35; d; 15,95
9 1672 e 168,0 ----
10 - OCH; 51,5 3,81;s C-9 51,0 3,84;s
11 - OCH; 56,1 3,93;s C-3 56,1 3,90; s
12 - OCH; 56,1 3,93; s C-5 56,1 3,90; s

* 14 (CDCl3, 300 MHz, § ppm)
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4.2.2 Composto PH-02

O composto PH-02 (Figura 11) foi isolado do extrato acido
cloroférmico, na forma de um solido amarelo, p.f. 180-184°C (lit. p.f. 182-
184°C, ZHANG, DAl & LIAO, 2011), apresentando no espectro de
ultravioleta absor¢cdo em 220 nm, 260 nm e 310 nm (Espectro 24).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho mostrou
absorcdes referentes a deformacéo axial de O-H em 3409 cm™, deformacao
axial da ligacdo C=0O de um éster o,B-insaturado ciclico em 1709 cm™,
deformacdo axial da ligacdo C=C aromatica em 1453 cm™ e 1508 cm™, e
uma deformacéo axial da ligagdo C-O-C de éter arilico, simétrica, em 1264
cm™ e assimétrica em 1139 cm™ (Espectro 25).

Os dados do espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHz, & ppm),
(Espectro 13) indicaram a presenca de dois sinais caracteristicos de
hidrogénios vicinais olefinicos, como um dubleto em &y 6,27 (d, H-3, 1H) e
um duplo dubleto em &4 7,60 (dd, H-4, 1H) (Espectro 14). O sinal de H-4
(J=9,4 Hz) apresenta um acoplamento vicinal de configuragdo cis com o
hidrogénio H-3 e um outro acoplamento (J=0,9 Hz) com o hidrogénio
aromatico H-5 (64 6,92, d, H-5, 1H). Os hidrogénios H-3 e H-4, sédo
caracteristicos de um anel lacténico de uma cumarina, correlacionando com
0s carbonos no mapa de correlacdo de HSQC em: §. 113,3 e & 143,1, o
qual, H-5 ainda correlaciona-se com o carbono em 5. 103,1 (Espectro 16).
Além disso, observa-se outro sinal caracteristico de hidrogénio aromatico
em: oy 6,85 (s, H-8) (Espectro 14) e de um grupo metoxila em &y 3,96 (s,
OCHg3) (Espectro 13) os quais correlacionam com os carbonos (HSQC) em:
d: 107,3 e 5. 56,1, respectivamente (Espectro 16 e 17).

A partir dos dados obtidos pelo mapa de correlacgdo de HMBC
(Espectro 18) observou-se as correlacées dos hidrogénios aromaticos, H-5
com os carbonos quaternarios C-6 (6. 149,4), C-7 (8. 144,6) e C-10 (5. 111,7)
e de H-8 com os carbonos C-6 (6. 149,4) e C-9 (8. 150,7), identificando-se a
presenca de um anel aromatico 6,7,9,10-tetrassubstituido (Espectro 19).

Além disso, as correlagdes dos hidrogénios olefinicos a,B-insaturados, H-3 e
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H-4, com a carbonila de éster em C-2 (5. 161,1), de H-4 com o carbono CH
do tipo sp?, C-8 (8. 107,3) e H-3 com o carbono quaternério, C-10 (5. 111,7),
confirma-se a presenca de um anel lactonico ligado ao anel aromatico em C-
9 e C-10 (Espectro 19). Além do mais, observou-se a posi¢cao da metoxila no
anel aromético pela correlacdo dessa com o carbono quaternario C-7 (¢
144.,6) (Espectro 20).

Desse modo, através do mapa de correlacdo espacial NOESY
(Espectro 21) identificou-se as seguintes correlagdes: H-4 / H-3, H-8 / OCHg,
H-3 / H-4 e OCHz / H-8, os quais permitiram confirmar a presenca da
metoxila na posi¢cdo C-7 e a hidroxila em C-6 no anel aromatico (Espectro 22
e 23).

Figura 11 — Principais correlacdes de HMBC ( a ) e NOESY ( N ) para o
composto PH-02.

Dessa forma o composto PH-02 foi identificado através da analise dos
dados espectroscopicos (Tabela 10) e corroborado pelos dados da literatura
(ZHANG, DAI & LIAO, 2011), como sendo o 6-hidroxi-7-metoxicumarina,
conhecido como isoescopoletina.

O composto isoescopoletina ja foi isolado da espécie Saussurea
eopygmae Hand.-Mazz., familia Compositae (ZHANG, DAI & LIAO, 2011) e
da familia Rubiaceae ja foi isolado da espécie Palicourea demissa Standl.
(EL SEEDI, 1999).
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Tabela 10 — Dados de RMN *H, HSQC (*Jcn) e HMBC (**Jcy) do composto PH-02 e isoescopoletina.

Isoescopoletina*

S _ PH-02 (ZHANG, DAI & LIAO, 291.1)_
HSQC Sn (ppm); multiplicidade; HMBC 5 dn (ppm); multiplicidade;
J (Hz) J (Hz)
2 61,1 e e 161,3
3 113,3 6,27;d; 9,4 C-2/C-10 1134 6,21;d; 9,5
4 143,1 7,60;dd;09e94 Cc-2/C-9 143,2 7,83;d;9,5
5 103,1 6,92;d; 0,9 C-6/C-7/C-9/C-10 103,1 7,05; s
6 1494 e e 1496 0 -
7 1446 - e 1439 -
8 107,3 6,85; s Cc-4/C-6/C-7/C-9 107,5 6,94; s
9 50,7 e e 1502 -
10 11,7 - e 1115
OCHg3; 56,1 3,96; s C-7 56,4 3,97;s

* 'H (DMSO-dg, 300 MHz, § ppm)
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4.2.3 Composto PH-03

O composto PH-03 (Figura 12) foi isolado na forma de um solido
amarelo, p.f. 230-233°C (lit. p.f. 234-237°C, HAMZAH et al., 1994), do extrato
bésico cloroférmico, apresentando no espectro de ultravioleta absor¢cdes em
230 nm e 320 nm (Espectro 35).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho mostrou
absorcdes referentes a deformacao axial de N-H de uma amina secundaria,
em 3364 cm™, deformac&o axial da ligacdo C-H do tipo sp? em 2968 cm™,
deformacdo axial da ligacdo C=C de aromético em 1443 cm™ e 1537 cm™,
deformac&o angular de N-H em 1634 cm™ e a deformacéo axial da ligacdo
C-N (amina aromatica) em 1370 cm™ (Espectro 36).

Através dos dados do espectro de RMN de *H (CDCl;, 500 MHz, &
ppm) (Espectro 26) observou-se sinais caracteristicos de um anel aromatico
orto-dissubstituido em &4 8,11 (ddd, J=0,9 Hz, 1,1 Hz e 8,0 Hz, H-9, 1H), &4
7,29 (ddd, J=2,2 Hz e 6,0 Hz e 8,0 Hz, H-10, 1H) e 54 7,51-7,58 (m, H-11 e
H-12, 2H) (Espectro 27 e 28), correlacionados com os carbonos em: o
121,9, &. 120,4, 6. 128,5 e &. 111,8 no mapa de correlagdao de HSQC,
respectivamente (Espectro 30). Os dois dubletos atribuidos em &y 8,34 (d,
H-5, 1H) e 6y 7,82 (d, H-6, 1H) (Espectro 27 e 28), cuja constante de
acoplamento € de 5,2 Hz, refere-se ao acoplamento vicinal entre os
hidrogénios H-5 e H-6 da unidade pirdinica, os quais correlacionam com 0s
carbonos 6. 138,7 e o. 113,2, no mapa de correlacdo de HSQC,
respectivamente (Espectro 30). O sinal mais desblindado em oy 8,66 (sl, H-
1, 1H) (Espectro 27) é caracteristico do hidrogénio de uma ligacado N-H de
anéis indolicos, enquanto um singleto em 8y 2,83 (s, H-3', 3H), sinal mais
blindado do espectro, é referente a metila ligada a um anel aromatico,
correlacionando-se com o carbono d. 20,4 no mapa de correlagdo de HSQC
(Espectro 31).

A partir dos dados de HMBC (Espectro 32) observou-se as
correlacBes dos hidrogénios aromaticos, H-9 com os carbonos quaternarios
do anel inddlico C-8 (6. 122,1) e C-13 (5. 140,3), H-10 com os carbonos CH
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do tipo sp?, C-8 (5. 122,1) e C-12 (8. 111,8) e de H-11 e H-12 com os
carbonos, C-9 (6. 121,9) e C-10 (d. 120,4), respectivamente e ambos com o
carbono quaternario C-13 (8. 140,3), confirmando-se a auséncia de
substituintes nas posi¢des C-9, C-10, C-11 e C-12 (Espectro 33).

Por outro lado, o hidrogénio aromatico, H-5 correlaciona-se com o
carbono CH do tipo sp® C-6 (8. 113,2) e com o carbono quaternério C-3 (8
141,8), identificando-se a presenca de um anel piridinico. Além disso, H-6
correlaciona-se com os carbonos quaternérios C-7 (5. 128,6), C-8 (6. 122,1)
e C-2 (6. 134,7), confirmando-se a ligacdo do anel piridinico aos carbonos
quaternarios, C-7 e C-2, do anel inddlico (Espectro 33). E por fim, ainda
observa-se a correlacdo dos hidrogénios da metila com os carbonos

quaternarios C-3 (6. 141,8) e C-2 (6. 134,7), sugerindo a ligacdo da metila ao

5

anel piridinico em C-3 (Espectro 34).

o
\

10

11

Figura 12 — Principais correlacdes de HMBC ( a ) para o composto PH-03.
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No espectro de ESI(+) FT-ICR MS (Espectro 37) do composto PH-03,
nota-se o fon m/z 217.0513 detectado no espectro como [M+CI]*
correspondente a formula molecular [C12H10N, + CI]*. Esse ion € identificado
na forma protonada, no anel piridinico, com a presenca de um ion cloreto.

Os espectros de ESI(+) MS/MS dos ions m/z 217.05 e m/z 182.08
(Espectro 38 e 39) ilustram perdas caracteristicas que corroboram para a
proposicdo do composto PH-03. Desse modo, identifica-se o ion m/z
182.0827 detectado no espectro como [M]* (Espectro 38) correspondente a
formula molecular [C12H10N2]" (massa molecular calculada: m/z 182.0833 e
com erro de 3,2 ppm), referente ao composto 1-metil-p-carbolinico.

Na Figura 13 observa-se a proposta de fragmentacédo para o ion m/z
182.08 referente a perda do atomo de cloro do ion m/z 217.05, por uma
clivagem homolitica. Desse modo, ainda propde-se um rearranjo no anel
piridinico do ion m/z 182.08 seguido por clivagens homoliticas, o qual

observa-se a perda do fragmento HCN e a formacé&o do ion m/z 155.08.

R
| gynﬂ "Cl | j\/) | i
\ \:9| -2 T N

H
CH, H CHy
m/z 217.05 m/z 182.08
- HC ——N C
| (HCN) | ..
I\ll + ' CH 3 N )\/
|
H H CHy
m/z 155.08

Figura 13 — Proposta de fragmentacéo do composto PH-03.

45



Dessa forma o composto PH-03 foi identificado através da andlise dos
dados espectroscopicos (Tabela 11) e corroborado pelos dados da literatura
(SEKI, HASHIMOTO & HINO, 1993), como sendo o alcaloide 1-metil-p-
carbolinico, conhecido como harmano.

O alcaloide harmano ja foi isolado na familia Passifloraceae, nas
espécies Passiflora alba Link & Otto, P. incarnata L. e entre outras, na
familia Rubiaceae, nas espécies: Nauclea diderrichii (De Wild.) Merr.,
Ophiorrhiza japonica Blume, Uncaria attenuata Korth. No género Psychotria
ja foi isolado da espécie P. dewevrei De Wild. e P. viridiflora Zoll. ex Miq.
(ALLEN & HOLMSTEDT, 1980).
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Tabela 11 — Dados de RMN *H, HSQC (*Jc) e HMBC (*2Jcy) do composto PH-03 e harmano.

PH-03 Harmano*
Posicaa . (SEKI, HASHIMOTO & HINQ, .19.)93)
HSQC On (ppm); multiplicidade; HMBC 5 on (ppm); multiplicidade;
J (H2) J (Hz2)
1 8,66; sl 8,62;s
2 134,7 134,6
3 141,8 - 141.,8
5 138,7 8,34;d; 5,2 C-3/C-6/C-7 138,8 8,37;d; 5,2
6 113,2 7,82;d;5,2 C-2/C-5/C-7/C-8 1129 7,83;d;5,5
7 128,6 - 128,3
8 122,1 - 122,1
9 121,9 8,11;ddd; 0,9e 1,1e8,0 C-8/C-11/C-13 121,8 8,12;d; 8,0
10 120,4 7,29;ddd; 2,2e 6,0e 8,0 Cc-8/C-12 120,2 7,29;1d;6,9e 2,2
11 128,5 7,51-7,58;m C-9/C-10/C-13 128,2 7,54, m
12 111,8 7,51-7,58;m C-10/C-13 111,5 7,54, m
13 140,3 - 140,1
CHs; 20,4 2,83;s C-2/C-3 20,3 2,84;s

*'H (CDCl3, 500 MHz, & ppm)
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4.2.4. Composto PH-04

O composto PH-04 (Figura 14) foi isolado do extrato basico
cloroférmico, na forma de um solido amarelo, p.f. 218-220°C (lit. p.f. 216-
218°C, KHUZHAEV, 2004), apresentando no espectro de ultravioleta
absorcdo em 220 nm (Espectro 52).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho mostrou
absorcdes referentes a deformacéo axial de N-H de uma amina secundaria
em 3229 cm™, deformagcéo axial da ligacdo C-H do tipo sp? e sp® em 2937
cm® e 2859 cm™, respectivamente, deformacdo axial da ligacdo C=C de
aromatico em 1454 cm™, deformacdo axial da ligagdo C-N de amina
aroméatica em 1381 cm™ e a deformacédo axial da ligacdo C-N de amina
aliciclica em 1169 cm™ (Espectro 53).

Os dados do espectro de RMN de *H (CDCls/MeOD, 500 MHz, & ppm)
(Espectro 40) apresentaram quatro sinais atribuidos a hidrogénios
aromaticos em: éy 7,48 (ddd, J=0,9 Hz, 1,2 Hz e 8,0 Hz, H-9, 1H), 64 7,12
(ddd, J=1,2 Hz e 7,0 Hz e 8,0 Hz, H-10, 1H), 64 7,21 (ddd, J=1,2 Hz e 7,0 Hz
e 8,0 Hz, H-11, 1H), e 84 7,38 (ddd, J=0,9 Hz, 1,2 Hz e 8,0 Hz, H-12, 1H),
caracteristicos de um anel aromético 1,2-dissubstituido (Espectro 41). Por
outro lado, foram observados um singleto largo em o6y 4,37 (H-3, 2H)
(Espectro 42) referente a uma unidade metilénica ligada a heteroatomo e
dois tripletos em oy 3,47 (H-5, 2H) e 64 3,13 (H-6, 2H), cuja constante de
acoplamento de 6,1 Hz refere-se ao acoplamento vicinal dos hidrogénios
metilénicos H-5 e H-6 de um anel piperidinico. Além desses sinais, ainda
verificou-se a presenca de um singleto em ody 2,94 (s, N-CHs, 3H),
caracteristico de uma metila ligada diretamente a um heterodtomo (Espectro
43).

Os dados do espectro de RMN de *H sugeriram a presenca um anel
inddlico sem substituintes em C-9, C-10, C-11 e C-12, o qual foi
argumentado pelas correlacées de HMBC (Espectro 48) dos hidrogénios: H-
9 com os carbonos C-7 (6. 105,0), C-11 (5. 122,5) e C-13 (6. 137,5), H-11

com o carbono CH do tipo sp? C-9 (8. 117,9) e com o carbono quaternério C-
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13 (6c 137,5) e de H-10 e H-12, ambos, com o carbono quaternario C-8 (3.
126,6) e com os carbonos CH do tipo sp? C-12 (8. 111,4) e C-10 (5. 119,7),
respectivamente (Espectro 49).

Por outro lado, o anel piperidinico também foi construido pelas
correlagcdes (HMBC) do hidrogénio H-3 com o carbono quaternario C-2 (¢
125,3) (Espectro 50), de H-5 com os carbonos metilénicos C-3 (6. 50,7) e C-
6 (5. 18,5) e de H-6 com os carbonos quaternarios C-7 (5. 105,0) e C-2 (&
125,3), confirmando-se a ligacao do anel piperidinico ao anel indélico, em C-
7 e C-2, ou seja, a presenca de um sistema tetrahidro-p-carbolina. Além
disso, foi possivel identificar a correlacdo (HMBC) de H-5 com o carbono N-
CHs (8¢ 41,7) e dos hidrogénios metilicos com o carbono metilénico C-3 (8¢
50,7), sugerindo a ligacdo da metila ao nitrogénio no anel piperidinico do

sistema tetrahidro-p-carbolina (Espectro 51).

Figura 14 — Principais correlacdes de HMBC ( a ) para o composto PH-04.
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No espectro de ESI(+) FT-ICR MS (Espectro 54) do composto PH-04,
nota-se o ion de m/z 187.1230 detectado no espectro como [M+H],
correspondente a férmula molecular [Ci12HisN2 + H]™ (massa molecular
calculada: m/z 187.1229 e com erro de 0,53 ppm).

O composto PH-04 € identificado na forma protonada no anel
piperidinico. Desse modo, o espectro de ESI(+) MS/MS do ion m/z 187.12
(Espectro 55) ilustra perdas caracteristicas que corroboram para a
proposi¢cao do composto N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolina.

Na Figura 15 é mostrada a proposta de fragmentacdo para os
principais ions, m/z 158.08 e m/z 144.08, referentes a perda dos fragmentos
CH3N e C;HsN, respectivamente, obtidos, em certos casos, pela migracéo
de hidrogénio e pela ruptura das ligagbes (FERREIRA, 1971; GRIBBLE &
NELSON, 1974)

H . H
| | 1C+/ ! > /
N C: /C&\

|
N
H

AN
 TcHy CHj
H 2 u
m/z 187.12
H,C——=N H
1 (CH3N)
o
N
H
H,C——N CHy
2 (C2H5N) m/z 158.08
N +
H
m/z 144.08

Figura 15 — Proposta de fragmentacdo do composto PH-04 (FERREIRA,
1971; GRIBBLE & NELSON, 1974).
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Dessa forma o composto PH-04 foi identificado através da andlise dos
dados espectroscopicos (Tabela 12) e corroborado pelos dados da literatura
(EI-SHAZLY & WINK, 2003), como sendo o alcaloide N-metil-1,2,3,4-
tetrahidro-p-carbolina.

O alcaloide N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina foi isolado da
espécie Haloxylon articulatum Bunge, familia Chenopodiaceae (EI-SHAZLY
& WINK, 2003). No género Psychotria, os estudos das folhas de P. viridis
Ruiz & Pav. e P. carthaginensis Jacq. mostraram tracos desse alcaloide
(RIVIER & LINDGREN, 1972).
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Tabela 12 — Dados de RMN *H , HSQC (*Jcn) e HMBC (*3Jcn) do composto PH-04 e N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina.

N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina*

Posicio . S PdH'.04 (EI-SHA?LY & WINK, ﬁpolg)_d _
HSQC H: (ppm)‘;n(qul)p icidade; HMBC 5 H: (ppm)\;n(llgzl)p icidade;
2 1253 e e 1323 e
3 50,7 4,37; sl C-2 54,1 2,84;s
5 51,3 3,47;1,6,1 C-3/C-6/C-7/N-CHjs 53,2 3,66; m
6 18,5 3,13; 16,1 C-2/C-5/C-7 22,2 2,84; m
7 1050 e e o766 e
8 1266 e e 1282 e
9 117,9 7,48;ddd;0,9e1,2e8,0 C-7/C-11/C-13 118,5 7,37, m
10 119,7 7,12;ddd; 1,2e 7,0e 8,0 Cc-8/C-12 119,7 6,96; d; 7,6
11 122,5 7,21;ddd; 1,2e7,0e 8,0 C-9/C-13 122,0 7,03; m
12 111,4 7,38;ddd; 0,9e1,2e8,0 C-8/C-10 111,8 7,25;d;7,9
13 375 e e 380 -
N-CHj; 41,7 2,94; s C-3/C-5 45,6 2,51;s

* 14 (CDCl,, 300 MHz, § ppm)



4.2.5. Composto PH-05

No extrato basico cloroférmico foi isolado o composto PH-05 (Figura
16) na forma de um solido amarelo, p.f. 89-91°C (lit. p.f. 86-87°C,
FITZGERALD & SIOUMIS, 1965), apresentando no espectro de ultravioleta
absorcdes em 240 nm e 310 nm (Espectro 65).

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho mostrou
absorcoes referentes a deformacéo axial de N-H de uma amina secundaria
em 3228 cm™, deformacdo axial da ligacdo C-H do tipo sp® e sp® em 2927
cm’e 2863 cm™, respectivamente, e a deformacéo angular de N-H em 1621
cm™ (Espectro 66).

De acordo com os dados do espectro de RMN de *H (CDCls/MeOD,
500 MHz, & ppm) (Espectro 56) foram observados quatro sinais atribuidos a
hidrogénios aromaticos em: &y 7,58 (ddd, J=0,9 Hz, 1,1 Hz e 8,0 Hz, H-4,
1H), 8y 7,05 (ddd, J=1,1 Hz, 7,1 Hz e 8,0 Hz, H-5, 1H), &y 7,13 (ddd, J=1,1
Hz, 7,1 Hz e 8,0 Hz, H-6, 1H), 64 7,37 (ddd, J=0,9 Hz, 1,1 Hz e 8,0 Hz, H-7,
1H), caracteristicos de um anel aroméatico orto-dissubstituido. Além desses
sinais, observou-se um singleto também na regido aromatica em &y 7,19 (s,
H-2, 1H), referente ao restante do anel inddlico (Espectro 57). Por outro lado,
ainda identificaram-se sinais de hidrogénios ligados a heterodtomos como
um singleto referente a uma metila em &y 2,69 (N-CHs, 3H) e dois grupos
metilénicos em: &y 3,28-3,34 (m, H-2°, 2H) e 64 3,15 (t, J=7,1 Hz, H-1’, 2H),
com J=7,1 Hz, de um acoplamento vicinal com H-2’ (Espectro 58).

O mapa de correlacdo de HSQC (Espectro 59) mostrou as
correlacdes dos hidrogénios com 0s seus respectivos carbonos, onde
observou-se a presenca de cinco carbonos CH do tipo sp? em: §; 117,9 (C-
4), §. 118,0 (C-5), &; 121,8 (C-6), 8. 111,4 (C-7), 8. 122,6 (C-2) (Espectro
60), dois carbonos metilénicos, &, 22,5 (C-1’), &. 49,5 (C-2') e um carbono
metilico, . 32,5 (N-CHj3) (Espectro 61).

A partir dos dados obtidos pelo mapa de correlaggo de HMBC
(Espectro 62) identificou-se a presenca de trés carbonos quaternarios pelas

correlagdes dos hidrogénios: H-4 com os carbonos quaternarios do anel
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indolico, C-3a (6. 126,8), C-3 (6. 108,1) e C-7a (6. 137,2) e de H-5, H-6 e H-7
com os carbonos CH do tipo sp? C-7 (5. 111,4), C-4 (5. 117,9) e C-5 (5.
118,0), respectivamente (Espectro 63). Além do mais, o hidrogénio
aromatico H-2, correlaciona-se com os trés carbonos quaternarios do anel
inddlico, C-3 (6. 108,1), C-3a (6. 126,8) e C-7a (8. 137,2), comprovando
assim a presenca de um anel inddlico monossubtituido (Espectro 63).

Desse modo, com as correlacdes (HMBC) dos hidrogénios, H-2' com
o carbono metilénico C-1’, de H-1" com o carbono metinico C-2 e de H-1" e
H-2’, com os carbonos quaternarios C-3 (5. 108,1) e C-3a (6. 126,8),
identifica-se a substituicdo do anel inddlico na posicao C-3. Além do mais,
ainda observa-se a correlacdo dos hidrogénios metilicos com o carbono
metilénico C-2’ (3. 49,5), sugerindo a presenca da metila ligada ao &tomo de

nitrogénio (Espectro 64).

Figura 16 — Principais correlacdes de HMBC ( a ) para o composto PH-05.
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Dessa forma o composto PH-05 foi identificado através da andlise dos
dados espectroscopicos (Tabela 13) e corroborado pelos dados da literatura
(BUCHANAN et al., 2007), como sendo o alcaloide N-metiltriptamina.

O alcaloide N-metiltriptamina foi isolado das espécies Mimosa
scabrella Benth. (MORAES, ALVARENGA & FERREIRA, 1990) e M.
somnians Humb. & Bonpl. ex Willd. (GUPTA & ARIAS, 1979), familia
Leguminosae. No género Psychotria, os estudos das folhas de P. viridis Ruiz
& Pav. e P. carthaginensis Jacq mostraram tragcos desse alcaloide (RIVIER &
LINDGREN, 1972).
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Tabela 13 — Dados de RMN *H , HSQC (*Jch) € HMBC (%3Jcn) do composto PH-05 e N-metiltriptamina.

N-metiltriptamina*

Posicao _ PH-05 (BUCHANAN et al., 2(_)07_)_
HSQC Sy (ppm); multiplicidade; HMBC 5. Su: (ppm) multiplicidade;
J (Hz) J (Hz)
122,6 7,19;s C-3/C-3a/C-7a 123,3 7,23;d;2,4
3 1081 e e 1091 -
3a 1268 - e 126,77 -
117,9 7,58;ddd; 09e1,1e8,0 C-3/C-3a/C-6/C-7a 118,1 7,57;d; 8,0
118,0 7,05;ddd; 09e 7,1e 8,0 C-3a/C-7 118,4 7,01;dt; 1,0e 8,0
121,8 7,13;ddd; 09e 7,1 e 8,0 C-4/C-7a 121,2 7,10;dt; 1,0e 8,0
111.,4 7,37;ddd; 09e 1,1e 8,0 C-3a/C-5 111,5 7,37;d; 8,0
7a 1372 e e 1363 -
1’ 22,5 3,15;t; 7,1 C-2/C-3/C-3a/C-2 21,6 3,03;m
2’ 49,5 3,28-3,34; m C-3/C-1"/ N-CH3 48,6 3,18;m
N-CH3 32,5 2,69; s C-2 32,5 2,61;d;5,5

* 14 (DMSO-ds, 500 MHz, & ppm)



4.2.6. Composto PH-06

O composto PH-06 (Figura 17) foi isolado do extrato basico
cloroférmico na forma de um sélido amarelo, p.f. 162-165°C (lit. p.f. 168-
170°C, VEROTTA et al., 2002), apresentando no espectro de ultravioleta
absor¢des em 220 nm e 310 nm (Espectro 78).

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho mostrou
absorcoes referentes a deformacéo axial de N-H de uma amina secundaria
em 3358 cm™ e deformacdo axial da ligacdo C-H do tipo sp® e sp°,
respectivamente, em 2916 cm™ e 2846 cm™ (Espectro 79).

Os dados do espectro de RMN de 'H (CDCl; / MeOD, 500 MHz, &
ppm) (Espectro 67) indicaram a presenca de quatro sinais atribuidos a
hidrogénios aroméaticos em: 6y 7,23 (dd, J=1,3 Hz e 7,6 Hz, H-4, 1H), 64 6,75
(td, J=1,1 Hz, 7,6 Hz, H-5, 1H), 64 7,18 (td, J=1,3 Hz, 7,6 Hz, H-6, 1H) e &y
6,67 (dd, J=1,1 Hz e 7,6 Hz, H-7 e H-7’, 1H), caracteristicos de um anel
aromatico orto-dissubstituido (Espectro 68), correlacionado no mapa de
correlagcdo de HSQC com os carbonos em: &. 124,9, 8. 119,8, &. 129,9 e &
110,5, respectivamente (Espectro 72).

Além desses, no espectro de RMN de H observou-se sinais de
hidrogénios diastereotopicos, vizinhos ao estereocentro C-3a, atribuidos aos
hidrogénios de H-2, em &y 2,43-2,53 (m, 1H) e 64 3,15-3,22 (m, 1H) e aos
hidrogénios de H-3, em oy 2,01-2,03 (m, 1H) e oy 2,43-2,53 (m, 1H)
(Espectro 70). Além do mais, ainda identificou-se sinais de hidrogénios
ligados a heteroatomos, como um singleto em &y 5,52 (s, 2H) referentes ao
hidrogénio metinico H-8a e um singleto em 6 2,60 (H-1, 3H) atribuido a uma
metila (Espectro 69 e 70).

O mapa de correlacdo de HSQC (Espectro 71) mostrou as
correlacdes de H-2 e H-3, com os carbonos metilénicos em: 8. 52,4 (C-2) e
dc 33,2 (C-3), respectivamente, além de H-8a com o carbono metinico, em:
dc 84,6 (C-8a) e de H-1 com o carbono metilico em: &. 33,8 (C-1) (Espectro
73 e 74).

Desse modo, a partir dos dados obtidos pelo mapa de correlagéo de
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HMBC (Espectro 75) pode-se observar a presenca de trés carbonos
quaternarios e a auséncia de substituintes no anel aromatico, pelas
correlagbes dos hidrogénios: H-4 com os carbonos quaternarios do anel
inddlico, C-3a (6. 63,6) e C-7a (6. 150,5), de H-5 com o carbono quaternario
C-3b (8. 128,3) e com o carbono CH do tipo sp? C-7 (8. 110,5) e de H-6 e H-
7 com os carbonos CH do tipo sp® C-4 (5. 124,9) e C-5 (5. 119,8),
respectivamente (Espectro 76).

Os hidrogénios metilénicos, H-2 e H-3, correlacionam-se com 0s
carbonos C-3 e C-8a, respectivamente, além de ambos, ainda
correlacionarem-se com o0s carbonos quaternarios C-3a e C-3b,
comprovando-se assim um anel pirrolidinico ligado ao anel indélico, em C-3a
e C-8a, ou seja, a presenca de um esqueleto pirrolidinoinddlicos. Além do
mais, os hidrogénios metilicos (64 2,59) correlacionam com o carbono C-2
(6c 52,4) do anel pirrolidinico e com C-8a (6. 84,6) do anel inddlico,
sugerindo a presenca da metila ligada ao atomo de nitrogénio no anel
pirrolidinico (Espectro 77).

Figura 17 — Principais correlacdes de HMBC ( a ) para o composto PH-06.
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No espectro ESI(+) FT-ICR MS (Espectro 80) identificou-se o ion m/z
347.2232 detectado no espectro como [M+H]", correspondente a férmula
molecular [C2:Ho6N4 + H]" (massa molecular calculada: m/z 347.2230 e com
o erro de 0,57 ppm), o qual sugere a estrutura de um dimero.

Além disso, no espectro de ESI(+) MS/MS do ion m/z 347.2232
(Espectro 81) observou-se a presenca do ion, m/z 173.08 referente a perda
do fragmento Ci11H14N, devido a clivagem simétrica na ligacdo entre os dois
carbonos quaternérios, C-3a e C-3a’, o qual confirma-se a presenca de um
dimero simétrico.

Desse modo, o espectro de ESI(+) MS/MS do ion m/z 347.22
(Espectro 81) também ilustra outras perdas caracteristicas que corroboram
para a proposi¢cao do composto quimonantina.

Na Figura 18 observa-se a proposta de fragmentacdo para os
principais ions, m/z 316.17, m/z 173.08, m/z 144.08 e m/z 130.08, referentes
a perda dos fragmentos CHsN, CjiiHisN2 CioHizN3 e CigHioNg,
respectivamente, obtidos, em certos casos, pela migracdo de hidrogénio e
pela ruptura das ligacées (JANNIC et al., 1999; HALL, 1960; CLAYTON,
REED & WILSON, 1962).
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Figura 18 — Proposta de fragmentagdo do composto PH-06 (JANNIC et al.,
1999; HALL, 1960; CLAYTON, REED & WILSON, 1962).
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Dessa forma os dados de RMN (Tabela 14) e de ESI-MS do composto
PH-06 foram corroborados com os dados da literatura (VEROTTA et al.,
2002), sendo identificado como um alcaloide dimérico pirrolindolico,
conhecido como quimonantina (Figura 19).

A rotacdo optica do alcaloide PH-05 foi: [a]**?p 106,79° (c=0.125,
EtOH), sendo portanto, o enantibmero, (+)-quimonantina (Figura 19) o qual
os dados foram comparados com a literatura em: [a]*°p +264,5° (c=1, EtOH)

(VEROTTA et al., 1998).

Figura 19 — Composto PH-06, identificado como (+)-quimonantina.

O alcaloide (+)-quimonantina foi isolado da espécie Chimonanthus
praecox (L.) Link, familia Calycanthacea (WANG et al., 2011). No género
Psychotria, ja foi isolado das espécies P. colorata (Willd. ex R. & S.) Muell.
Arg. (VEROTTA et al., 1999), P. forsteriana A. Gray. (ADJIBADE et al., 1992)
e P. rostrata (LAJIS, MAHMUD & TOIA, 1993).
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Tabela 14 — Dados de RMN *H , HSQC (*Jch) e HMBC (*3Jcn) do composto PH-06 e (+)-quimonantina.

(+) - quimonantina*

PosicAo PH-06 (VEROTTA et al., 2002)
¢ HSQC Sn: (ppm) multiplicidade; HMBC 5 Sn. (ppm) multiplicidade;
J (H2) © J (H2)
2,43-2,53: m C-3eC-3/C-3ae C-3a’
2e2 52,4 53,0 2,59:m
3,15-3,222m e
2,01-2,03; m C-3aeC-3a’/C-8ae C-8a’/C-3be C-3b 2,12;dt;12,0e 6,4
3e3 33,2 35,9
2,43-2,53; m C-2eC-2/C-3ae C-3a’/C-3b e C-3b’ 2,58; m
3ae3a’ 636 - e 63,7 -
3be 3b’ 1283 e e 1332 e
4ed 124,9 7,23;dd; 1,3e 7,6 C-3aeC-3a'/C-6eC-6/C-7Tae C-7a’ 124,9 7,23;d;7,5
5e¥5 119,8 6,75;td;1,1;76e 7,6 C-7eC-7/C-3be C-3b’ 119,1 6,71;t,7,5
6e6’ 129,9 7,18;1d;1,3;7,6e 7,6 C-4eC-4/C-7Tae C-7a’ 128,5 7,04:t, 7,5
TeT 110,5 6,67;dd;1,1e 7,6 C-5eC-5/C-3be C-3b 109,8 6,59;d; 7,5
Tae7a’ 1505 e e 50,8 0 e
8a e 8a’ 84,6 552;sl e 85,6 4.48; sl
N-CH; e N’-CH3’ 33,8 2,60; s C-2eC-2°/C-8ae C-8a’ 37,4 2,37;s

* 4 (CDCl,, 300 MHz, § ppm)
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4.2.7. Composto PH-07

O composto PH-07 (Figura 24) foi isolado na forma de cristais, p.f.
234-237°C (lit. p.f. 238-241°C, HAMZAH et al., 1994), do extrato basico n-
butandlico e basico acetato de etila, apresentando no espectro de
ultravioleta absor¢cdes em 230 nm, 320 nm e 380 nm (Espectro 98).

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho mostrou bandas
de absorcéo referentes a: deformacdo axial de N-H/O-H em 3214 cm™,
deformacéo axial da ligagao C-H do tipo sp® e sp> em 2927 cm™ e 2847 cm™,
respectivamente, deformacao axial da ligacdo C=0O de um acido carboxilico
a,B-insaturado em 1690 cm™, deformacéo axial da ligacdo C=C do grupo
vinil terminal em 1622 cm™, deformacéo axial da ligagdo C=C de aromaético
em 1454 cm™ e 1543 cm™ e a deformacé&o axial da ligacdo C-O em 1038 cm’
! (Espectro 99).

Nos dados do espectro de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz, & ppm)
(Espectro 82) foram observados quatro sinais atribuidos a hidrogénios
aromaticos em: éy 7,34 (ddd, J=0,9 Hz, 1,1 Hz e 8,0 Hz, H-9, 1H), &4 6,9
(ddd, J=1,1 Hz, 7,1 Hz e 8,0 Hz, H-10, 1H), é4 7,02 (ddd, J=1,1 Hz, 7,1 Hz e
8,0 Hz, H-11, 1H) e 64 7,21 (ddd, J=0,9 Hz, 1,1 Hz e 8,0 Hz, H-12, 1H),
caracteristicos de um anel aromatico orto-dissubstituido de um anel inddlico
(Espectro 83). Além disso, observou-se sinais de hidrogénios
diastereotopicos, vizinhos ao estereocentro N-4, referentes aos hidrogénios,
H-5a e H-5b, em &y 3,61 (dd, J=2,0 Hz e 5,4 Hz, 1H) e &4 3,09 (d, J=5,4 Hz,
1H), e aos hidrogénios, H-6a e H-6b, em &4 2,93 (ddd, J=2,0 Hz e 5,4 Hz e
7,6 Hz, 1H) e 64 2,84-2,92 (m, 1H) (Espectro 85 e 86), correlacionando no
mapa de correlacdo de HSQC com os carbonos em: &, 41,7 e 6. 18,3,
respectivamente (Espectro 91 e 92). Contudo, ainda observou-se a presenca
de um duplo dubleto em &y 4,32 (J=3,4 Hz e 12,3 Hz, 1H, H-3) (Espectro 85)
correlacionando (HSQC) com o carbono em & 50,9, identificando-se um anel

piperidinico (Espectro 91).
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Desse modo, com as correlagbes de HMBC caracterizou-se um
sistema tetrahidro-p-carbolina (Figura 20) pelas correlagdes do hidrogénio
aromatico, H-9 com os carbonos quaternarios do anel indolico, C-7 (d¢
105,7), C-8 (6. 126,0) e C-13 (6. 136,6) (Espectro 94), além da correlacdo do
hidrogénio metinico H-3 com o carbono quaternario C-2 (5. 128,9) (Espectro
95) e dos hidrogénios metilénicos H-5 e H-6, com o carbono quaternario C-7

(8¢ 105,7) e o carbono metinico C-3 (8. 50,9), respectivamente (Espectro 96).

Figura 20 - Principais correlagbes de HMBC (/“1) para 0 sistema

tetrahidro-B-carbolina do composto PH-07.

Por outro lado, o espectro de RMN de H mostrou um singleto na
regido olefinica em &y 7,47 (s, H-17, 1H) (Espectro 83) correlacionando, no
mapa de correlacdo de HSQC com um carbono em 3. 152,0 (Espectro 89), e
com um carbono carbonilico de &cido, em &, 174,5 (C-22), no mapa de
correlacdo de HMBC (Espectro 94). Tais dados sdo caracteristicos de uma
unidade secologanina o qual pode ser confirmada a partir das correlagdes
(HMBC) (Figura 21) dos hidrogénios diastereotopicos do grupo vinilico
terminal H-18a (o4 5,21, ddd, J=0,9 Hz, 1,6 Hz e 17,4 Hz, trans, 1H) e H-18b
(6u 5,1, ddd, J=0,9 Hz, 1,6 Hz e 10,7 Hz, cis,1H), com os carbonos
metinicos, C-19 (8. 134,9) e C-20 (5. 44,3), além do hidrogénio olefinico H-
19, em 6y 5,75 (ddd, J=8,0 Hz e 10,7 Hz e 17,4, 1H) com o carbono metinico
C-21 (8¢ 95,1) e dos hidrogénios metinicos, H-21 (d4 5,72, d, J=9,4 Hz, 1H),
H-20 (34 2,60, ddd, J=4,7 Hz e 8,0 Hz e 9,4 Hz,1H) e H-15 (34 2,88, ddd,
J=4,3 Hz, 4,7 Hz e 12,7 Hz, 1H) com os carbonos C-15 (5. 32,9), C-18 (&
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117,7) e C-16 (6. 112,0), respectivamente (Espectro 95, 96 e 97).

A posicdo da unidade secologanina se da pela correlagdo (HMBC)
dos hidrogénios diastereotopicos, H-14a (o 2,26, ddd, J=3,4 Hz, 12,7 Hz e
14,0 Hz, 1H) e H-14b (64 2,02, ddd, J=4,3 Hz, 12,3 Hz e 14,0 Hz, 1H), com
o carbono metinico C-3 (6. 50,9) do anel tetrahidro-pB-carbolina (Espectro
97).

Figura 21 - Principais correlacbes de HMBC (/“1) para o anel
secologanina de PH-07.

Além do mais, observou-se um hidrogénio anomeérico em oy 4,73 (d,
J=7,8 Hz, H-1’, 1H) (Espectro 84) caracteristico de uma unidade de acucar,
0 qual correlaciona com o carbono em . 99,0 (Espectro 90), no mapa de
correlacdo de HSQC e com um carbono em C-21 (6. 95,1) do anel
secologanina, no mapa de correlacdo de HMBC (Espectro 95), confirmando
a posicao da unidade glicosidica.

Além desses, foram observados sinais de hidrogénios
diastereotopicos, H-6a’ e H-6b’, em &y 3,91 (dd, J=2,2 Hz e 11,8 Hz, H-6’,
1H) e 64 3,58 (dd, J=6,8 Hz e 11,8 Hz, H-6’, 1H) e quatro sinais de
hidrogénios metinicos em: 6y 3,13 (dd, J=7,8 Hz e 9,0 Hz, H-2’, 1H), &4 3,33
(t, J=9,0 Hz, H-3’, 1H), &y 3,15 (dd, J=9,0 Hz e 9,6 Hz, H-4’, 1H) e &4 3,30
(td, J=6,8 Hz e 9,6 Hz, H-5, 1H) (Espectro 85 e 86), correlacionando
(HSQC) com os carbonos em: . 61,7, &. 73,4, &. 76,8, &. 70,2 e 6. 77,3,
respectivamente, o qual caracterizam uma unidade de glicose (Espectro 90 e
91).
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Desse modo, a configuracao relativa do composto PH-07 (Figura 22)
foi estabelecida a partir dos valores das constantes de acoplamento dos

hidrogénios relacionados na Tabela 15.

Tabela 15 — Constante de Acoplamento dos hidrogénios, H-3, H-14,
H-15, H-19, H-20 e H-21, H-19 e H-18.

: . Valor da Constante Tipo de Acoplamento
Hidrogénios

de Acoplamento (J) (Pseudo)
H-3 / H-14b 12,3 Hz Axial-Axial
H-3/ H-14a 3,4 Hz Axial-Equatorial
H-15/ H-14b 43 Hz Axial-Equatorial
H-15/ H-20 4,7 Hz Axial-Equatorial
H-20 / H-21 9,4 Hz Axial-Axial
H-19 / H-18b 10,7 Hz Cis
H-19 / H-18a 17,4 Hz Trans
H-1"/H-2’ 7,8 Hz Axial-Axial
H-2' / H-3’ 9,0 Hz Axial-Axial
H-3' / H-4’ 9,0 Hz Axial-Axial
H-4’ / H-5 9,6 Hz Axial-Axial

Figura 22 — Configuracao relativa do composto PH-07, acido estrictosidinico.
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Os hidrogénios H-1" e H-2' apresentam constante de acoplamento de
7,8 Hz, o qual evidencia a configuracdo axial-axial desses hidrogénios,
confirmando a presenca de uma B-glicose ligada ao anel secologanina.

Os acoplamentos dos hidrogénios H-3 e H-14b, axial-axial e de H-3 e
H-14a, axial-equatorial, diferenciam o composto PH-07, acido

estrictosidinico, de seu epimero, o acido 3-epi-estrictosidinico (Figura 23).

o)
Acido estrictosidinico Acido 3-epi-estrictosidinico
Figura 23 — Configuracédo relativa do acido estrictosidinico e do acido 3-epi-

estrictosidinico.

Além do mais, os dados de rotacéo Optica para o alcaloide PH-07 foi:
[a]?*%5 -136,23° (c=0.1, MeOH), comparado com o dado da literatura em:
[a]?°p -143,14° (c=0.1, MeOH) (FARIAS, 2006), confirmando o isémero &cido

estrictosidinico (Figura 24).

Figura 24 — Composto PH-07, acido estrictosidinico.
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No espectro de ESI(+) FT-ICR MS (Espectro 100) do composto PH-
07, nota-se o ion de m/z 515.2023 detectado no espectro como [M-HJ,
correspondente a formula molecular [CzsH32N2.O9 - H] (massa molecular
calculada: m/z 515.2035 e com erro de 2,32 ppm).

O composto PH-07 é identificado na forma desprotonada na carbonila
do anel secologanina. Desse modo, o espectro de ESI(+) MS/MS do ion m/z
515.20 (Espectro 101) ilustra perdas caracteristicas que corroboram para a
proposi¢cao do composto acido estrictosidinico.

Na Figura 25 é mostrada a proposta de fragmentacdo para 0s
principais ions, m/z 471.25, m/z 353.17, m/z 309.17, m/z 265.08 e m/z
185.08, referentes a perda dos fragmentos CO,, CgH1005 (glicose), CO, e
C14H1809, respectivamente, obtidos, em certos casos, pela migracdo de
hidrogénio e pela ruptura das ligacdes (BASTOS et al., 2002).
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m/z 471.25

PCGHNOS

COs

m/z 309.17

m/z 353.17

CH
2

m/z 185.08

m/z 309.17

l/ CO,

m/z 265.08

Figura 25 — Proposta de fragmentacédo do composto PH-07 (BASTOS et al.,
2002).
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Dessa forma o composto PH-07 foi identificado através da analise dos
dados espectroscopicos (Tabela 16 e 17) e corroborado pelos dados da
literatura (ARBAIN, PUTRA & SARGENT, 1993), como sendo um alcaloide
indélico monoterpénico glicosilado, conhecido como acido estrictosidinico.

O &cido estrictosidinico ja foi isolado na familia Rubiaceae, no género
Ophiorrhiza, nas espécies O. communis Ridl., O. tomentosa Jack ex Roxb
(HAMZAH et al., 1994) e O. filistipula Miq. (ARBAIN, PUTRA & SARGENT,
1993), no género Chimarrhis, na espécie C. turbinata DC. (CARDOSO et
al., 2004) e no género Psychotria, na espécie P. myriantha Mull. Arg.
(FARIAS, 2006).
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Tabela 16 — Dados de RMN *H, HSQC (*Jcw) e HMBC (**Jcy) de PH-07.

- PH-07
Posicéo
Sn. (ppm) multiplicidade;
HSOC ; HMBC
Q J (Hz)
1289 e e
50,9 4,32;dd; 3,4e 12,3 cC-2/C-7/C-14
5a 3,61;dd;2,0e5,4
41,7 C-3/C-6/C-7
5b 3,09;d;54
6a 2,93;ddd; 2,0;5,4e 7,6
18,3 c-2/C-5/C-7
6b 2,84-2,92: m
105,7 e e
1260 - e
117,6 7,34;ddd; 0,9,1,1e 8,0 C-7/C-11/C-13/C-8
10 1191 6,9;ddd; 1,1; 7,1; 8,0 C-12/C-8
11 122,0 7,02;ddd; 1,1; 7,1 e 8,0 C-12/C-9/C-13
12 110,9 7,21;ddd; 0,9,1,1e 8,0 C-10/C-8
13 1366 e
1l4a 337 2,26;ddd; 3,4; 12,7 e 14,0 C-3/C-15
14b ’ 2,02; ddd; 4,3; 12,3 e 14,0 C-2/C-3/C-15/C-16
15 32,9 2,88;ddd; 4,3;4,7e 12,7 C-14/C-16/C-17/C-21/C-20/C-22
16 1120 e e
17 152,0 747 s C-15/C-16/C-21/C-22
18a 5,21;ddd; 0,9,1,6 e 17,4
117,7 C-19/C-20
18b 5,1; ddd; 0,9, 1,6 e 10,7
19 134,9 5,75; ddd; 8,0; 10,7 e 17,4 C-15/C-20/C-21
20 443 2,60;ddd; 4,7;8,0e 9,4 C-14/C-18/C-19/C-21
21 95,1 5,72;:d; 9,4 Cc-15/C-19/Cc-20/C-1
22 1745 e
(N 99,0 4,73;d; 7,8 C-21/C-3
2’ 73,4 3,13;dd; 7,8 e 9,0 C-3/C-1
3 76,8 3,33; 1, 9,0 c-22/C4/C-5
4 70,2 3,15;dd; 9,0e 9,6 C-3’ e C-6’
5 77,3 3,30; ddd; 2,2; 6,8 e 9,6 C-1/C-6
6a’ 3,91;dd; 2,2e 11,8
61,7 c-4
6b’ 3,58;dd; 6,8e 11,8
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Tabela 17 — Dados de RMN *H e **C do composto PH-07 e &cido estrictosidinico.

Acido estrictosidinico*

Posicao HnROr (ARBAIN, PUTRA & SARGENT, 1993)
5 on. (ppm) multiplicidade; 5 on. (ppm) multiplicidade;
¢ J (H2) ¢ J (H2)
1289 - 13054 e
3 50,9 4.32:dd; 3,4e 12,3 52,28 4.41:d, 11,8
5a 3,61;dd;2,0e5,4
41,7 43,02 e
5b 3,09;d;5,4
6a 2,93;ddd; 2,0;5,4e 7,6
18,3 1963 e
6b 2,84-2,92: m
1057 e 10730 -
1260 - 1275 -
117,6 7,34;ddd; 0,9,1,1e 8,0 119,05 7,44:d;7,6
10 119,1 6,9;ddd; 1,1; 7,1; 8,0 120,51 7,02;:dd; 7,6; 7,2
11 122,0 7,02;ddd; 1,1; 7,1 e 8,0 123,31 7,12;:dd; 8,1; 7,2
12 110,9 7,21;ddd; 0,9,1,1e 8,0 112,20 7,30:d; 8,1
13 1366 0 - 138,19 e
14a 2,02; ddd; 4,3; 12,3 e 14,0 2,11;ddd; 4,5; 11,8 e 13
33,7 35,15
14b 2,26;ddd; 3,4; 12,7 e 14,0 2,36; ddd; 3,3; 13 e 13
15 32,9 2,88:ddd; 4,3;4,7e 12,7 34,07 2,97:m
16 1120 e 11368 e
17 152,0 747:s 153,17 7,55; s
18a 5,1;ddd; 0,9, 1,6 e 10,7 5,17;ddd; 1,0; 1,5 e 10,7
117,7 118,68
18b 5,21;ddd; 0,9,1,6e 17,4 5,30;ddd; 1,0;1,5e 17,4
19 134,9 5,75;ddd; 8,0; 10,7e 17,4 136,25 5,85;ddd;7,3; 10,7 e 17,4
20 443 2,60;ddd; 4,7;8,0e 9,4 4572 2,69;:ddd; 4,5;7,3e 9,5
21 95,1 5,72;d;9,4 96,57 5,82;d;9,5
22 1745 17598 e
1 99,0 4,73:d; 7,8 100,35 481;d;7,9
2’ 73,4 3,13;dd; 7,8e 9,0 74,74 3,21;dd; 7,9e 9,1
3 76,8 3,33; 19,0 77,99 3,42;dd;89e9,1
4 70,2 3,15;dd; 9,0e 9,6 71,81 3,22;dd; 8,9 e 10,5
5 77,3 3,30; ddd; 2,2; 6,8 e 9,6 78,72 3,40; ddd; 2,0; 6,9 e 10,5
6a’ 3,58;dd; 6,8e 11,8 3,67;dd; 6,9e 11,7
61,7 63,11
6b’ 3,91;dd; 2,2e 11,8 4.0;dd;2,0e 11,7

* 14 (CD40D, 300 MHz, & ppm)
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4.2.8. Composto PH-08

O composto PH-08 (Figura 26) foi isolado do extrato basico n-
butanolico das folhas da P. hoffmannseggiana, solivel em metanol.

Nos dados do espectro de RMN de *H (MeOD, 500 MHz, & ppm)
(Espectro  102) foi observado um sinal caracteristico de hidrogénio
anomérico em 64 4,16 (d, J=7,8 Hz, H-1, 1H) (Espectro 103) correlacionando
com o carbono em . 101,4, no mapa de correlacdo de HSQC, caracteristico
de uma unidade de acucar (Espectro 107).

Além disso, foram identificados sinais de  hidrogénios
diastereotopicos, H-6a e H-6b, vizinhos ao estereocentro C-5, em oy 3,76
(dd, J=1,8 Hz e J=12,0 Hz, H-6a, 1H) e &4 3,56 (dd, J=5,4 Hz e 12,0 Hz, H-
6b, 1H) e quatro sinais de hidrogénios metinicos em: 8y 3,06 (dd, J=7,8 Hz e
J=9,0 Hz, H-2, 1H), &4 3,25 (t, J=9,0 Hz, H-3) e &y 3,16-3,18 (M, H-4 e H-5,
2H) (Espectro 103, 104 e 105), correlacionando com os carbonos
carbindlicos, em: §. 60,1, &. 72,5, 8. 75,5, . 69,1 e 3. 75,4, respectivamente,
correspondentes a uma unidade de glicose (Espectro 107).

Por outro lado, outros sinais foram observados no espectro de RMN
de 'H, sendo: um tripleto em &y 1,15 (t, H-1’, 3H) com constante de
acoplamento de 7,2 Hz, referente aos acoplamentos vicinais com o0s
hidrogénios diastereotépicos, H-2a’ e H-2b’, em 6y 3,86 (dg, J=7,2 Hz e
J=9,6 Hz, H-2a’, 1H) e oy 3,51 (dq, J=7,2 Hz e J=9,6 Hz, H-2b’, 1H)
(Espectro 104 e 105), correlacionando com os carbonos em: §; 12,9 e
63,6, no mapa de correlagdo de HSQC (Espectro 107 e 108).

Pelo espectro de COSY observou-se a correlacdo entre os
hidrogénios H-1 / H-2, H-2 / H-3, H-3 / H-4, H-5 com os hidrogénios
diastereotopicos, H-6a e H-6b e de H-1" com os hidrogénios
diastereotopicos, H-2a’ e 2b’ (Espectro 112).

Além do mais, os hidrogénios metilénicos, H-2a’ e H-2b,
correlacionam, no mapa de correlacdo de HMBC, com o carbono anomérico
C-1 (5. 101,4), confirmando a ligagcdo do grupo etila com a unidade

glicosidica (Espectro 111).
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Além disso, a correlacdo observada a partir dos valores das constantes
de acoplamento entre H-1 e H-2, Ju1-42=7,8 Hz, evidencia a configuracéo

axial-axial desses hidrogénios, o qual confirma a presenca de uma p-glicose.

HO

Figura 26 — Principais correlacbes de HMBC (/“1) e COSY (/“1) para o
composto PH-08.

Dessa forma o composto PH-08 foi identificado através da anélise dos
dados espectroscopicos (Tabela 18) e corroborado pelos dados da literatura
(OLIVEIRA, 2009), sendo identificado como a p—etilglicose.

A p-etilglicose ja foi isolada na familia Rubiaceae, na espécie

Amaioua guianensis Aulb. (OLIVEIRA, 2009).
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Tabela 18 — Dados de RMN *H, HSQC (*Jcn) e HMBC (>3Jcr) do composto PH-08 e B—etilglicose.

PH-08 p-Etilglicose*
Posigao 8w (ppm) multiplicidade; a(?t;;\;asg’uzlggﬁ)cidade-
8¢ o 3 (H2) : COSsY HMBC 8¢ i 3 (H2) ;
1 101,4 4,16;d; 7,8 H-2 C-2'/C-5 104,1 4,25, d;7,8
2 72,5 3,06;dd; 7,8e9,0 H-1 e H-3 C-1/C-3 75,9 3,15; 1, 8,1
3 75,5 3,25;t; 9,0 H-2 e H-4 C-4 77,5 3,34; 19,0
4 69,1 3,16-3,18; m H-3 C-6/C-3/C-5 71,3 3,24 -3,27; m
5 75,4 3,16-3,18; m H-6a e H-6b C-6/C-3/C-4 77.4 3,24-3,.27; m
6a 60.1 3,76;dd; 1,8e 12,0 H-6b e H-5 C-4 62.8 3,85;dd; 1,8e 12,0
6b 3,56; dd; 5,4 € 12,0 H-5 e H-6a C-4/C-5 3,61;dd; 54 e 12,0
1 12,9 1,15; t; 7,2 H-2a’ e H-2b’ C-2’ 15,4 1,22t 7,2
2a’ 636 3,86;dq;7,2e 9,6 H-1" e H-2b’ c-1'/C-1 662 3,95;dq; 9,6 e 7,2
2b’ ’ 3,51;dq;7,2€ 9,6 H-1' e H-2a’ c-1'/C-1 ’ 3,59;dq; 9,6 e 7,2

*'H (CD50D, 300 MHz, & ppm)
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4.3. Biossintese dos Compostos Isolados

Na Figura 27 é mostrada a proposta biossintética para os alcaloides
isolados e identificados como harmano (PH-03), N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-3-
carbolina (PH-04), N-metiltriptamina (PH-05), (+)-quimonantina (PH-06) e
acido estrictosidinico (PH-08).

Na biossintese desses compostos observou-se a formacdo do
sistema [-carbolina a partir da cadeia lateral etilamina da triptamina,
obtendo-se um anel heterociclico de seis membros. A posi¢cado C-2 do nucleo
inddlico é nucledfilico, devido ao nitrogénio adjacente, podendo participar de
uma reacao do tipo Mannich/Pictet-Spengler, atacando uma imina gerada a
partir da triptamina e de um aldeido. Desse modo, a aromaticidade é
restaurada pela subsequente perda do proton na posicdo C-2 (DEWICK,
2002).

No alcaloide pirrolidinoinddlicos, quimonantina, as posi¢cdes C-2 e C-3
do anel indolico sdo consideradas como nucleofilicas. Desse modo, na
obtencéo do dimero simétrico, o ponto de acoplamento ocorre na posicéo C-
3 do anel inddlico proposta por uma reacéo radicalar (DEWICK, 2002).

Além do mais, o alcaloide inddlico monterpénico, &cido
estrictosidinico, é obtido pela condensacdo da secologanina com a
triptamina em uma reacao do tipo Mannich, obtendo-se o sistema tetrahidro-

B-carbolina e consequentemente a estrictosidina (DEWICK, 2002).
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Na Figura 28 € mostrada a proposta biossintética para 0s compostos

PH-01 e PH-02, sinapato de metila e isoescopoletina, respectivamente, o

qual apresentam a biossintese oriunda do acido p-cumarico, derivado do

acido cinamico, seguidas por

isomerizacao (TORSSELL, 1983).

X COOH 0] X COOH
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Figura 28 — Proposta biossintética para os compostos PH-01 e PH-02

isolados da P. hoffmannseggiana (TORSSELL, 1983).



4.4. Atividade Antioxidante

A reagdo para avaliar a atividade antioxidante
provoca o descoramento da solu¢céo de DPPH, coloracao O\ /©
N

roxa intensa, reduzindo-a ao 2,2-difenil-1-picrilhidrazina ’L
(Figura 29) de coloragdo amarela. Essa redugdo € NO,
seguida pelo monitoramento da diminuicAo em sua
absorbancia em um comprimento de onda caracteristico,

NO ,

515 nm (WILLIAMS, CUVELIER & BERSET, 1995).
Figura 29 — DPPH’
Desse modo, os resultados na Tabela 19
mostraram que as concentracdes de 176,58 + 1,35, 105,47 + 0,88, 77,60 *
0,36, 191,30 + 0,68 e 271,96 + 0,57 ng.mL™ dos extratos PHEB-Et, PHEA-C,
PHEB-C, PHEB-AcCOEt e PHEB-n-BuOH, respectivamente, permitiram

reduzir a concentracéo inicial de DPPH em 50%.

Tabela 19 - Avaliacdo de atividade antioxidante dos extratos das

folhas da P. hoffmannseggiana expressa em Cls,.

Extrato Clso (ug.mL™)
PHEB-Et 176,58 + 1,35
PHEA-C 105,47 + 0,88
PHEB-C 77,60 + 0,36
PHEB-ACOEt 191,30 £ 0,68
PHEB-n-BuOH 271,96 + 0,57
Acido Ascérbico* 6,06 + 0,41

Na avaliacdo de atividades antioxidantes observou-se que valores de
Clso (ug.mL™) menor que 50 ppm é considerado um resultado muito ativo, de
50-100 ppm é moderamente ativo, de 100-200 é um pouco ativo e um valor
acima de 200 ppm é considerado um resultado inativo (REYNERTSON,
BASILE & KENNELLY, 2005). Desse modo, o0 extrato basico cloroférmico
(PHEB-C) é moderamente ativo, os extratos: bruto etandlico (PHEB-Et),
acido cloroférmico (PHFA-C) e bésico acetato de etila (PHEB-ACOEt) séo
poucos ativos e o extrato basico n-butandlico (PHEB-n-BuOH) é inativo em

relacdo a capacidade antioxidante.
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No extrato béasico cloroférmico, foi identificado uma variedade de
alcaloides indolicos, derivados do triptofano e triptamina, o qual sé&o
conhecidos por apresentarem atividade antioxidante, possivelmente, por
uma acdo de detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (MOURA,
2006). No extrato acido, identificou-se compostos fendlicos, como o sinapato
de metila e a isoescopoletina, o qual apresentam propriedades redutoras
devido ao importante papel na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres,
obtendo-se intermediarios que sao relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico presente em suas estruturas (SOUSA et al.,
2007).

Além disso, o valor elevado de Clsg obtido para o extrato basico n-
butandlico, o qual apresenta como composto majoritario o &cido
estrictosidinico, é contraditério em relacdo ao valor de Clsy de 27.68 uM
relatado para o composto isolado. Apesar dessa estrutura ndo ser referida
como um composto fendlico, essa apresenta uma pontente atividade
antioxidante (REANMONGKOL, SUBHADHIRASAKUL &
PANICHAYUPAKARANANT, 2003).
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5. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico de P. hoffmannseggiana proporcionou o
isolamento e a elucidacdo estrutural de cinco alcaloides, sendo trés
alcaloides indodlicos (harmano, N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolinico e N-
metiltriptamina), um alcaloide polinddlico, ((+)-quimonantina) e um alcaloide
inddlico monoterpénico, (acido estrictosidinico). Além desses, ainda foram
isolados um derivado do acido cindmico, o sinapato de metila, uma
cumarina, (isoescopoletina) e um agucar (B—etilglicose). Todos os compostos
ja foram identificados em outras espécies da familia Rubiaceae e/ou do
género Psychotria. No entanto, esses metabdlitos foram descritos pela
primeira vez na espeécie P. hoffmannseggiana.

O potencial antioxidante dos extratos PHEB-Et, PHEA-C, PHEB-C,
PHEB-AcOEt e PHEB-n-BuOH foi quantificado utilizando-se a rea¢cdo com o
radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Os valores necesséarios para a
reducdo em 50% da concentracédo inicial do radical ocorreram em 176,58 *
1,35, 105,47 + 0,88, 77,60 + 0,36, 191,30 + 0,68 e 271,96 + 0,57 ug.mL™ e
mostraram-se promissores para 0s extratos acido e basico cloroférmico,
PHEA-C e PHEB-C, respectivamente.
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ANEXO



Tabela Al — Dados da coluna cromatogréfica do extrato PHEA-C.

Fracbes Eluente Volume (mL)
1-41 Cloroférmio (100%) 630
42 - 115 Cloroférmio (99%) e Metanol (1%) 1100
116 — 129 Cloroférmio (98%) e Metanol (2%) 200
130 - 133 Cloroférmio (96%) e Metanol (4%) 60
134 - 137 Cloroférmio (94%) e Metanol (6%) 60
138 — 146 Cloroférmio (90%) e Metanol (10%) 130
147 - 179 Cloroférmio (88%) e Metanol (12%) 500
180 - 189 Cloroférmio (86%) e Metanol (14%) 130
190 - 198 Cloroférmio (84%) e Metanol (16%) 160
199 - 207 Cloroférmio (82%) e Metanol (18%) 140
208 — 226 Cloroférmio (80%) e Metanol (20%) 280
227 — 243 Cloroférmio (77%) e Metanol (23%) 250
244 — 269 Cloroférmio (74%) e Metanol (26%) 370
270 — 287 Cloroférmio (70%) e Metanol (30%) 260
288 — 304 Cloroférmio (65%) e Metanol (35%) 260
305 - 322 Cloroférmio (60%) e Metanol (40%) 260
323 - 339 Cloroférmio (55%) e Metanol (45%) 240
340 — 359 Cloroférmio (50%) e Metanol (50%) 290
360 — 368 Cloroférmio (40%) e Metanol (60%) 120
369 — 377 Cloroférmio (30%) e Metanol (70%) 125
378 — 420 Metanol (100%) 650
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Tabela A2 — Massa das fragcbes reunidas da coluna cromatografica
do extrato PHEA-C.

Fracdes reunidas Massa (mg) Fragdes reunidas Massa (mg)

1-10 15,7 196 - 200 18,8

11-19 13,6 201 - 207 209,6
20-30 41,4 208 — 212 10,2
31-38 42,4 213 - 217 30,8
39-42 37,8 218 - 221 19,9
43 -51 30,5 222 - 225 35,7
52 -54 19,7 226 — 236 95,9
55 -63 126,8 237 — 247 86,3
64 —-74 31,4 248 — 251 34,7
75-77 46,6 252 - 254 31,6
78 -79 48,5 255 - 259 30,7
80 — 87 96,7 260 — 263 28,0
88 — 90 243 264 — 268 22,5
91-93 23,0 269 - 271 21,1
94 - 107 93,3 272 - 276 27,8
108 - 111 16,4 277 — 286 95,6
112 - 123 32,6 287 — 290 20,6
124 - 127 12,4 291 - 298 60,5
128 — 137 40,1 299 — 300 15,3
138 — 140 15,6 301 - 304 13,3
141 - 144 18,6 305 -315 29,3
145 - 150 21,8 316 — 322 21,5
151 - 157 95,6 323 -335 33,1
158 - 165 93,6 336 - 341 19,3
166 - 174 93,1 342 — 347 19,2
175-181 42,0 348 — 370 128,8
182 — 188 45,7 371 —-382 21,4
189 -195 22,0
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Tabela A3 — Dados da coluna cromatogréafica do extrato PHEB-C.

Fracdes Eluente Volume (mL)
1-2 Acetato de Etila (100%) 35
3-5 Acetato de Etila (99%) e Metanol (1%) 40
6-7 Acetato de Etila (98%) e Metanol (2%) 25
8-9 Acetato de Etila (95%) e Metanol (5%) 30

10 Acetato de Etila (93%) e Metanol (7%) 10

11-12 Acetato de Etila (90%) e Metanol (10%) 30

13-14 Acetato de Etila (85%) e Metanol (15%) 35

15-17 Acetato de Etila (80%) e Metanol (20%) 40

18-20 Acetato de Etila (75%) e Metanol (25%) 45

21-24 Acetato de Etila (70%) e Metanol (30%) 60

25-27 Acetato de Etila (65%) e Metanol (45%) 50

28 — 30 Acetato de Etila (50%) e Metanol (50%) 45

31-32 Acetato de Etila (45%) e Metanol (55%) 30

33-34 Acetato de Etila (40%) e Metanol (60%) 25

35-38 Acetato de Etila (35%) e Metanol (65%) 65

39-40 Acetato de Etila (25%) e Metanol (75%) 30

41 — 42 Acetato de Etila (20%) e Metanol (70%) 35

43 Acetato de Etila (15%) e Metanol (85%) 10
44 — 46 Acetato de Etila (10%) e Metanol (90%) 50
47 — 49 Acetato de Etila (5%) e Metanol (95%) 45

50 Metanol (100%) 10

Tabela A4 — Massa das fragdes reunidas da coluna cromatografica do extrato

PHEB-C.
eunidas MA@ IR iz )
1-3 10 18— 19 18,6
4 6,8 20 - 23 20,0
5 50 PH-03 24 22  PH-06
6 7,2 25 - 28 29,6
7-9 12,5 29 - 34 35,8
10 - 12 24,8 35— 39 39,9
13-15 26,6 40 - 46 37,6
16 - 17 22,7 47-50 38,6
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Tabela A5 — Dados da coluna cromatogréfica do extrato PHEB-AcOEt.

FracGes Eluente Volume (mL)
1-4 Cloroformio (100%) 70
5-10 Cloroférmio (99%) e Metanol (1%) 80
11-15 Cloroférmio (95%) e Metanol (5%) 80
16 - 26 Cloroférmio (90%) e Metanol (10%) 160
27 -33 Cloroférmio (85%) e Metanol (15%) 100
34 -39 Cloroférmio (80%) e Metanol (20%) 90
40 - 50 Cloroférmio (70%) e Metanol (30%) 170
51 -56 Cloroférmio (60%) e Metanol (40%) 80
57-72 Cloroférmio (50%) e Metanol (50%) 250
73-75 Cloroférmio (40%) e Metanol (60%) 40
76-78 Cloroférmio (30%) e Metanol (70%) 50
79 — 103 Metanol (100%) 390

Tabela A6 - Massa das fracdes
reunidas da coluna cromatogréafica do

extrato PHEB-ACOEt.

Fracoes

reunidas Massa (mg)
1-6 7,6
7-10 2,0
11-18 19,8
19-23 14,6
24 — 28 20,1
29 - 36 29,1
37-41 16,2
42 — 48 11,0
49 — 55 4.8
56 — 61 68,0
62 — 103 713,9
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Tabela A7 — Dados da coluna cromatogréfica da fracdo F-62-103 do
extrato PHEB-ACOEt.

FracOes Eluente Volume (mL)
1-3 Cloroférmio (100%) 50
4-6 Cloroférmio (98%) e Metanol (2%) 50
7-11 Cloroférmio (97%) e Metanol (3%) 70

12 -22 Cloroférmio (95%) e Metanol (5%) 160

23-27 Cloroférmio (93%) e Metanol (7%) 80

28 -33 Cloroférmio (90%) e Metanol (10%) 80

34 -49 Cloroférmio (85%) e Metanol (15%) 250

50 - 54 Cloroférmio (80%) e Metanol (20%) 70

55-61 Cloroférmio (75%) e Metanol (25%) 100

62 — 87 Cloroférmio (70%) e Metanol (30%) 400

88 — 100 Cloroférmio (65%) e Metanol (35%) 190

101 -110 Cloroformio (60%) e Metanol (40%) 160
111 -118 Cloroférmio (55%) e Metanol (45%) 110
119-125 Cloroférmio (50%) e Metanol (50%) 110
126 — 131 Cloroférmio (45%) e Metanol (55%) 90
132 - 138 Cloroférmio (40%) e Metanol (60%) 110
139 - 145 Cloroformio (35%) e Metanol (65%) 100
146 — 153 Cloroférmio (30%) e Metanol (70%) 110
154 — 159 Cloroférmio (20%) e Metanol (80%) 90
160 - 170 Metanol (100%) 170

Tabela A8 — Massa das fragdes reunidas da coluna cromatogréafica da fracéo F-
62-103 do extrato PHEB-ACOEt.

oundas  MEssamo) TR iz )
1-17 6,4 54— 64 15,7

18- 20 2,4 65 — 80 107,0

21-29 11,3 81-93 106,4

30 - 37 12,4 94 - 114 258,6 PH-07
38 — 41 8,3 115 - 122 16,7

42-48 10,8 123 - 141 40,0

49-53 3,4 142 - 170 42,7
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Tabela A9 — Dados da coluna cromatogréfica do extrato PHEB-n-BuOH.

Fracdes Eluente Volume (mL)
1-64 Cloroférmio (90%) e Metanol (10%) 700
65 - 80 Metanol (100%) 180

Tabela A10 — Massa das fragbes reunidas da
coluna cromatogréfica do extrato PHEB-n-BuOH.

Fracdes reunidas Massa (mg)
1-2 2,4
3-9 40,6

10-11 45,7
12-18 456,9
19-23 280,9
24 - 26 62,8
27 - 62 457.,5
63 - 67 25,1
68 — 73 32,1
74 -75 68,5
76 — 80 39,5

Tabela A1l — Dados da coluna cromatografica da fragdo F-27-62 do
extrato PHEB-n-BuOH.

FracOes Eluente Volume (mL)
1-5 Cloroférmio (100%) 80
6-14 Cloroférmio (95%) e Metanol (5%) 130

15-21 Cloroférmio (90%) e Metanol (10%) 100

22-30 Cloroférmio (85%) e Metanol (15%) 140

31-36 Cloroférmio (80%) e Metanol (20%) 80

37-41 Cloroférmio (75%) e Metanol (25%) 70

42 — 49 Cloroformio (65%) e Metanol (35%) 120

50 - 53 Cloroférmio (50%) e Metanol (50%) 50

54 — 58 Cloroférmio (30%) e Metanol (70%) 80

59 - 62 Metanol (100%) 70




Tabela A12 — Massa das frag6es reunidas da coluna cromatografica da fracao F-
27-62 do extrato PHEB-n-BuOH.

ounidas  Messa) TR {25 )
1-4 16,9 44 -47 15,7
5-13 20,9 48 -55 108,9 PH-07
14-17 135 56 — 57 13,1
18— 26 34,3 58 — 59 14,3
27-34 37,5 60 — 62 11,8
35— 43 46,7

Tabela A13 — Dados da coluna cromatogréfica do extrato PHEB-n-BuOH.

Fracdes Eluente Volume (mL)
1-4 Cloroférmio (100%) 70
5-18 Cloroférmio (95%) e Metanol (5%) 200
19-23 Cloroférmio (92%) e Metanol (7%) 80
24 - 36 Cloroférmio (90%) e Metanol (10%) 190
37-45 Cloroférmio (85%) e Metanol (15%) 130
46 — 55 Cloroférmio (80%) e Metanol (20%) 160
56 — 64 Cloroférmio (75%) e Metanol (25%) 140
65— 80 Cloroférmio (70%) e Metanol (30%) 230
81 -89 Cloroférmio (65%) e Metanol (35%) 130
90 - 98 Cloroférmio (60%) e Metanol (40%) 140
99 - 107 Cloroférmio (55%) e Metanol (45%) 120
108 - 116 Cloroférmio (50%) e Metanol (50%) 130
117 -130 Cloroférmio (40%) e Metanol (60%) 220
131 -144 Cloroférmio (50%) e Metanol (50%) 200
145 — 154 Cloroférmio (30%) e Metanol (70%) 140
155 -163 Cloroférmio (20%) e Metanol (80%) 120
164 — 186 Cloroférmio (10%) e Metanol (90%) 330
187 — 198 Metanol (100%) 200
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Tabela A14 — Massa das fragdes reunidas da coluna cromatografica do extrato

PHEB-n-BUOH.
eunides Messamo)FRC {5 )

1-19 24,4 83 - 89 121,7

20 - 31 20,1 90 - 98 79,6
32— 44 82,6 99 — 109 200,7 PH-07

45 - 50 21,1 110 - 128 225,9

51 - 56 19,2 129 - 145 75,4

57 — 66 40,4 146 — 157 41,3

67 - 70 31,9 158 — 179 70,6
71-76 98,7 180 — 184 35,8

77 - 82 84,3 185 - 198 85,4

Tabela A15 — Dados da coluna cromatogréfica da fragdo F-71-76 do
extrato PHEB-n-BuOH.

Fracbes Eluente Volume (mL)
1-3 Cloroférmio (100%) 50
4-6 Cloroférmio (96%) e Metanol (4%) 40
7-9 Cloroférmio (95%) e Metanol (5%) 50

10 Cloroférmio (94%) e Metanol (6%) 20
11 Cloroférmio (93%) e Metanol (7%) 10
12 Cloroférmio (92%) e Metanol (8%) 20

13-19 Cloroformio (91%) e Metanol (9%) 110

20-21 Cloroférmio (90%) e Metanol (10%) 30

22-23 Cloroférmio (89%) e Metanol (11%) 20

24 - 34 Cloroférmio (88%) e Metanol (12%) 170

35-37 Cloroférmio (87%) e Metanol (13%) 40
38-43 Cloroférmio (86%) e Metanol (14%) 90
44 — 45 Cloroférmio (85%) e Metanol (15%) 30
46 Cloroférmio (80%) e Metanol (20%) 10
47 - 50 Cloroformio (75%) e Metanol (25%) 50
51 Cloroférmio (70%) e Metanol (30%) 20
52 Cloroférmio (60%) e Metanol (40%) 10
53 Cloroférmio (50%) e Metanol (50%) 10

54 - 55 Metanol (100%) 40
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Tabela A16 — Massa das fragfes reunidas da coluna cromatografica da fragéo
F-71-76 do extrato PHEB-n-BuOH.

Fracdes Fracdes

reunidas Massa (mg) reunidas Massa (mg)
1-2 2,4 30-32 3,1
3 3,0 33-38 3,7
4-9 3,9 39-40 4.4
10-13 2,6 41 -42 2,6
14 -16 2,1 43 -44 47
17-18 3,6 45 — 46 3,5
19-20 55 PH-08 47 — 48 2,3
21-22 3,2 49 - 50 3,6
23 3,5 51-53 2,5
24 - 25 2,0 54 — 55 3,7

26 —29 2,3
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Anexo

- Parameter Value
0.30 = Acquisition Time (sec) 55225
1 Comment L-RPAENC 13,5mg
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— — Nucleus 1H
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E Origin spect
Original Points Count 32768
— 0.20 = Owner Administrator
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[<B] E Pulse Sequence zgeppr n
N — Receiver Gain 256.00
— = SW(cyclical) (Hz) 5933.54
s 0.15 = Solvent MeOD
= 3 Spectrum Offset (Hz) 2410.2307
— = Spectrum Type STANDARD
o = Sweep Width (Hz) 5933.36
= O . 1 O E Temperature (degree C) 27.0000
0.05 3
0.4 3 Parameter Value
- Acquisition Time (sec) 55225
-] Comment L-RPHEBC 9,4mg
— MeOD RAQUEL
_.2-\ - Date 23 Apr 2012 09:16:00
(7) Date Stamp 23 Apr 2012 09:16:00
- Frequency (MHz) 500.13
= 0.3 - Nucleus 1H
2 . Number of Transients 16
— - Origin spect
—_ - Original Points Count 32768
= - Owner Administrator
oy Points Count 32768
~ 0.2 3 Pulse Sequence zgeppr
— — Receiver Gain 161.00
< _ SW(cyclical) (Hz) 5933.54
= — Solvent MeOD
— - Spectrum Offset (Hz) 2408.6011
o - Spectrum Type STANDARD
= —] Sweep Width (Hz) 5933.36
0.1 - Temperature (degree C) 27.0000
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Chemical Shift (ppm)

Espectro 1 — Espectro de RMN de 'H do extrato neutro cloroférmico (PHEN-C) e extrato basico cloroférmico (PHEB-C).
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Normalized Intensity

Anexo
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Espectro 2 — Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de PH-01.

Value
4.6836
c-r-pha-43-51_3 CDCl;
1,5mg Raquel 25/07/13
31 Jul 2013 19:36:32
31 Jul 2013 19:36:32
500.13
1H
16
spect
32768
nmrsu
32768
zg30
256.00
6996.27
CHLOROFORM-d
2499.6587
STANDARD
6996.06
25.160
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Anexo

H-7 H-8
~ 6,78 (s, H-2 e H-6) (‘ﬁ
o~ H-2 e H-6
I (e}
™~
O
L L L L L
6.350 6.325 6.300 6.275
LA L I I I B OO L T T T T T T ChemicaIShift(ppm)
7.62 7.61 7.60 7.59 6.7775 6.7750 6.7725
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
6,31 (d, H-8)
™
7,61 (dt, H-7) =
_ K
© @ 2
~ P~
N
~ A JJ le—l A J}L A - A JJEJL

1.07 1.92
L I

7.0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 3 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 7,8 & 6,0 ppm) de PH-01.
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Anexo

3,93 (s, H-11 e H-12)

o
@
o
3,81 (s, H-10)
i
@
T
6.00 2.90
— I
T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
3.95 3.90 3.85 3.80

Chemical Shift (ppm)

Espectro 4 — Expansdo do espectro de RMN *H (regido 4,0 & 3,8 ppm) de PH-01.
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Anexo

TP

b,

L

wdood

50

100

4

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 5 — Mapa de correlacdo de HSQC de PH-01.

2 1 0

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

Value
(0.2927, 0.0085)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
01 Aug 2013 10:45:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
24
spect
(2048, 256)
nmrsu
(1024, 1024)
hsqcedetgpsisp2.3
CDCI3
HSQC
(6989.44, 30091.07)
25.260
I-r-pha 43-51_3
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Anexo

H-2 e H-6 H-8

96

L 104

C-2e C-6

6.78,104.9,0.64

C-8 112

7

6.31, 115.44, 0.05 120

128
136

.\}C-7 144

7.8 7.7 7.6 75 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
F2 Chemical Shift (ppm)

7.61,145,0.07

Espectro 6 — Expanséao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 7,8 a 6,1 ppm) de PH-01.
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Anexo

H-11 e H-12

L leLO

— 45
]
r o
i e
3.81,51.49,0.28 C-10 50 -
L =
n ©
C ©
L £
3.93,56.14,0.94 - o
—5 <
r O
- - H
r LL
C-11eC-12 -
— 60
IY{IYYI[IIYI{N{NT[N{NN‘NYIY[NNIY{IYNY[NYNT{NTYN[NTYN{NYIY[IYIY{IYII[IIYL
4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 7 — Expanséao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 4,0 a 3,7 ppm) de PH-01.
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L Parameter Value
-0 Acquisition Time (sec) (0.2927, 0.0081)
. Comment 5 mm TBI 1H/13C/D-BB
L Z-GRD Z8624/0014
L Date 01 Aug 2013 06:14:00
LR :— 50 g Frequency (MHz) (500.13, 125.77)

L g Nucleus (1H, 13C)
- z Number of Transients 80
E E Origin spect
= 100 0 Original Points Count (2048, 256)
B g Owner nmrsu
E £ Points Count (2048, 1024)
L g Pulse Sequence hmbcgplpndgf

& B 150 : Solvent CDCI3
r v Spectrum Type HMBC

. C Sweep Width (Hz) (6992.85, 31415.83)
n Temperature (degree C)  25.160
- 200
\\H\HH‘\\\\\H\\‘HH\\H\‘\\\\\\H\‘H\\\\\H‘\H\\HH‘H\\\HH‘\\H\HH‘\H\\\H\‘\\\\\\\7
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 8 — Mapa de correlagcédo de HMBC de PH-01.
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Anexo

H-2 e H-6
H-8
H-7 M
C-2 6 C6 C-2 ou C-6 "~ 100
& = - L
C-8 E
C-1 C-1 C-1 - 120
C-4 -
- a 140
C-7 : C'? ;
C-3eC-5 -
- 160
C-9 C-9 -
T T [ T T T T ‘ T T T T [ T T T T ‘ T T T T [ T T T T ‘ T T "
1.5 7.0 6.5

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 9 — Expansédo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 7,7 a 6,2 ppm) de PH-01.

F1 Chemical Shift (ppm)
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Anexo

H-11 e H-12
H-10
140
- 145
- -
15 2
C-3eC-5 £
f”é
155 o
©
i
160 E
c
@]
C-9 165 L
170
TYTY[TY‘Y‘YTTY[TTTT‘YTTY[YTYY‘YTYT[YTYT{YTTY[YTYY‘YTYT[YTYT{YTY‘[YTY“YTY‘[T
4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 10 — Expansao do mapa de correlacdo de HMBC (regido 4,0 a 3,7 ppm) de PH-01.
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Anexo

300 nm
200 nm 240 nm

10 -

8 -

S 6-
]

O i
c
«©

2 4-
(@)
»n

_Q .
<C

2 -

0 -

! | ! | ! | ! | ! |
150 200 250 300 350 400

Comprimento de Onda (nm)

Espectro 11 — Espectro de ultravioleta (190 a 400 nm) de PH-01.
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Anexo

3411 cm™

2841 cm™

2914 cm™

1634 cm™

Transmitancia (%)
2
|

1701 cm™

1456 cm™

1505 cm™
1266 cm™

30 1109 cm’®

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de Onda (cm'1)

Espectro 12 — Espectro de infravermelho (400 a 4000 cm™) de PH-01.
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Normalized Intensity

Anexo

0.010

0.009

0.008

0.007

0.006

0.005

0.004

0.003

0.002

0.001

001.001.1r.esp

3,96 (s, OCHa)

©
=2
™
Te}
@
S
© © o
~ o
2
III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Espectro 13 — Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de PH-02.

Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Date Stamp
Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent

Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type
Sweep Width (Hz)

Temperature (degree C)

Value
4.6662
I-rphac164-74-7 3mg
CDCI3 RAQUEL
07 Nov 2013 14:33:52
07 Nov 2013 14:33:52
500.13
1H
16
spect
32768
nmrsu
65536
zg30
144.00
7022.47
CHLOROFORM-d
2172.8965
STANDARD
7022.36
28.260
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Anexo

— - —

\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
7.61 7.60 7.59 6.9225 6.9200 6.9175 6.855 6.850 6.845 6.28 6.27 6.26
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
6,85 (s, H-8)
6,92 (d, H-5) w0
: 6,27 (d, H-3
7,60 (dd, H-4) S i ( )
T SIS
. Pls
«©
N~
1.04 0.97 1.04 1.00
— (- (- —
1 1 1 l 1 1 1 1 | 1 1 1 1 l 1 1 1 1 | 1 1 1 1 l 1 1 1 1 | 1
7.5 7.0 6.5

Chemical Shift (ppm)

Espectro 14 — Expansdo do espectro de RMN *H (regido 7,7 & 6,2 ppm) de PH-02.
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Anexo

AN S I 'Y

Acquisition Time (sec)

Comment

o

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

100 Pulse Sequence

Solvent

F1 Chemical Shift (ppm)

Spectrum Type

Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

L ‘ L ‘ T 1T ‘ LI ‘ L ‘ T 1T ‘ LI ‘ T
a1
o

- 150

8 7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 15 — Mapa de correlagédo de HSQC de PH-02.

Value
(0.3408, 0.0068)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
19 Nov 2013 18:06:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
24
spect
(2048, 256)
nmrsu
(1024, 1024)
hsgcedetgpsisp2.3
CDCI3
HSQC
(6003.75, 37557.27)
25.260
I-rphac164-74-7 3mg
CDCI3 RAQUEL
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Anexo

MM A " sl bk | sr vl oo okl A "
L APl et g s oy Wit Wy W g g At v W s . iberip u ¥ " W NP

6.92,103.12,0.07

%

\] 6.85,107.34, 0.07

c-5 d
C-8 C-3

104

112

6.27,113.33,0.04
120

128

F1 Chemical Shift (ppm)

136
7.6,143.12,0.04

144

76 75 74 7.3 72 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 16 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 7,6 a 6,2 ppm) de PH-02.
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Anexo

OCHj
~ 52
£
:54 &
3.96,56.1,0.14 - E
r L
é 3
L ]
B o
-
OCHgs o I
g -
? L
- 60
I[IIII‘IIII[IIII{IYIY[YIYI{IYII[IIII{IIII[IIII{IIII[IIII{IIII[IYII‘IIII[IIII{IYIY[YIYI{IIII[IIII{IIII[IIII{IIYI[IIII{N:
3.990 398 3.980 3975 3970 3.965 3.960 3.95 3.950 3.945 3.940 3.93%

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 17 — Expanséo do mapa de correlacao de HSQC (regido 3,99 a 3,93 ppm) de PH-02.
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Anexo

BT P Y |

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 18 — Mapa de correlacédo de HMBC de PH-02.

50

100

150

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)

Temperature (degree C)

Value
(0.3408, 0.0068)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
19 Nov 2013 14:03:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
40
spect
(2048, 256)
nmrsu
(2048, 1024)
hmbcgplpndqgf
CDCI3
HMBC
(6006.68, 37557.27)
25.160
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Anexo

Hs 8 H-3
H-4 ﬂ M
C-5 100
C-10 C-10 m
€
A
@
g
Cc-4 C-7 140 %
C-7 <
<2 C-6 C-6 5 .
C9 C-9 L
C-2 Cc-2 -

76 15 74 73 1.2 71 70 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 19 — Expanséo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 7,6 a 6,1 ppm) de PH-02.
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Anexo

OCHjs

C-7 =

T NNNN[NNNN{NN{N[X{I{‘NNNN{NNNN{NNNN[NNIN‘NNNN[NNNN{NNNI[NNNN{N{NN{NNNN{INNI{NNNN{NN{N{N{IX‘I

3.975 3.970 3.965 3.960 3.955 3.950 3.945 3.940 3.935
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 20 — Expanséo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 3,98 a 3,93 ppm) de PH-02.

F1 Chemical Shift (ppm)
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Anexo

Parameter

Acquisition Time (sec)

Comment

o

Date
Frequency (MHz)

Nucleus

N

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence

Solvent

I.M |

Spectrum Type

Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

F1 Chemical Shift (ppm)

10

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 21 — Mapa de correlagao espacial NOESY de PH-02.

Value
(0.2971, 0.0740)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/14
15 May 2014 19:48:00
(500.13, 500.13)
(1H, 1H)
52
spect
(2048, 510)
nmrsu
(2048, 1024)
noesygpphpp
CDCls
NOESY
(6890.02, 6889.82)
25.160
I-rphac164-74-7
Raquel_PN2 2mg cdcl3
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Anexo

H-5 H-8 H-3

.
:

6.85,3.96, 0 —
\:l :_ 4
O-CH; E N
- =
— o
- =
— 5 =
- 0
— =
- o
7.6,6.27,0 - 5 £
r (0]
_ ! -6
- 3}
H-3 — —
- LL
— 7

6.27, 7.6, 0 -

H-4 -

T T [ 1 "

7.5 7.0 6.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 22 — Expansao do mapa de correlacdo espacial NOESY (regido 7,7 a 6,3 ppm) de PH-02.
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Anexo

O-CHgs

AN

6.5

3.96,6.85,0 H-8

b

F1 Chemical Shift (ppm)

3.975 3.970 3.965 3.960 3.955 3.950 3.945 3.940
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 23 — Expansédo do mapa de correlacao espacial NOESY (regidao 3,97 a 3,94 ppm) de PH-02.
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Anexo

12 4 310 nm

220 nm
10 — 260 nm

Absorbancia (%)

! I ! I ! I ! I ! I
150 200 250 300 350 400
Comprimento de Onda (nm)

Espectro 24 — Espectro de ultravioleta (190 a 400 nm) de PH-02.
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Anexo

100 —
95 —
(=]
o\ - o
s 5
- — ()]
(&) 90 g
c ™ -
< :
= 1 S
= 5
g -
& 85 i g
[ 5 @
— 5 3 e
- g Q
[e)}
i
—
80 —
IS
o
y S
2932 cm™ 1709 cm™ S
75 L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I

y T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Espectro 25 — Espectro de infravermelho (400 a 4000 cm™) de PH-02.
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Normalized Intensity

Anexo

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

L-RPHENS5.012.esp

7.54

7.27

2,83 (s, CHa)

2.83

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Date Stamp
Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent

Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type
Sweep Width (Hz)

Temperature (degree C)

11 10 9 8

Chemical Shift (ppm)

4 3 2

Espectro 26 — Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de PH-03.

-1

Value
5.5225
L-RPHENS 6,4mg CDCl,
RAQUEL
03 May 2012 12:10:56
03 May 2012 12:10:56
500.13
1H
1
spect
32768
Administrator
32768
zg30
161.00
5933.54
CHLOROFORM-d
2522.7148
STANDARD
5933.36
27.000
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Anexo

H-9
H-5
Kl\
LR L L L L L L L L L B B R
835 834 8.33 8.120 8.115 8.110 8.105
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

8,34 (d, H-5)

o I 8,11 (ddd, H-9)
cn- -
© T’ -
N N
o O
8,66 (Sl, H-l) f |
(o]
«
(e o]
' U
WA‘W v WS ‘- _LwAwle/h ANty P
0.73 0.96 1.02
(I — (—
LI I LI I LI I LI I LI I UL I UL I L I LI I UL I UL I UL I LU I UL I UL I LI
8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 27 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 8,7 & 8,0 ppm) de PH-03.
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Anexo

N~
H-6 N
N~
,/‘\
7,51-7,58 (m, H-11 e H-12)
I R N N R RN RN RN E H-10
7.83 7.82 7.81 7.80 .
Chemical Shift (ppm) r~
7,82 (d, H-6) 7,29 (ddd, H-10)
™
© o o o
~ o~ ISt N
| ,) 2 ~ - N~
= ° 50 &
N~
T T T T T T B L(L% l\l iy IT
7575 7,550 7525 N Sz 730 729 728
Chemical Shift (ppm)

Chemical Shift (ppm)

1.00 U 2.17 U 1.16
] S I

7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25
Chemical Shift (ppm)

Espectro 28 — Expansdo do espectro de RMN *H (regido 7,8 & 7,2 ppm) de PH-03.
128



Anexo

40

60

80

100

. 120

' 140

160

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 29 — Mapa de correlacédo de HSQC de PH-03.

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

Value
(0.3452, 0.0102)
5 mm TBI 1H/13C/D-
BB Z-GRD
78624/0014
03 May 2012 11:59:10
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
24
spect
(2048, 256)
Administrator
(2048, 512)
hsqcedetgpsisp2.3
CDCI3
HSQC
(5930.65, 25104.39)
27.000
L-RPHENS5 CDCI3
6,4mg Raquel
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Anexo

H-11 e H-12

754 111.8, 0.37
8.12,121.85. 0.09 \!C-12 7.29.120.39, 0.22

C-9., C-67ﬂ c11

7.82,113.16, 0.24 F C-10
C-571

7.54,128.56, 0.22

8.34,138.73,0.08

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 30 — Expansédo do mapa de correlacdo de HSQC (regido 9,5 a 6,0 ppm) de PH-03.
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Anexo

H-3’

R A\

[any
(]

=
[ee]

c-3

2.83,20.39,0.8

N
o

N N
~ N
F1 Chemical Shift (ppm)

N
(o]

T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T
2.90 2.85 2.80 2.75
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 31 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 2,9 a 2,7 ppm) de PH-03.
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Anexo

dodl el [

r Parameter Value
: - 0 Acquisition Time (sec) ~ (0.3452, 0.0083)
L Comment 5 mm TBI 1H/13C/D-BB
v - Z-GRD Z8624/0014
E Date 03 May 2012 14:56:54
C 50 E Frequency (MHz) (500.13, 125.77)
L a Nucleus (1H, 13C)
L e Number of Transients 30
N L = Origin spect

L 5) Original Points Count (2048, 233)
} 100 & Owner Administrator

. . - 2 Points Count (2048, 1024)

» L g Pulse Sequence hmbcgplpndgf

. ' C 5 Solvent cbci

.t ’ ’ L 150 E Spectrum Type HMBC
C Sweep Width (Hz) (5930.65, 27905.70)
r Temperature (degree C)  27.000
[ Title L-RPHENS5 CDCI3
L 6,4mg Raquel

HH\HH‘HHUH\‘\H\\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HHU\H‘HH\HH‘HH\HH‘\H\\\H\‘HH\HH‘HH\HH‘\\\\\\\\7
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 32 — Mapa de correlagcédo de HMBC de PH-03.

132



Anexo

H-11 e H-12
H-5
H-9 H-6 H-10
105
c6 C-12
- 110
v
a0
115
C-10
C-8 C-8 ’ C-8 120
C-9
C-7 C-11 C-7 125
9 L ]
130
C-5
iy 135
C-13 C-2 C-13
C-3 ,
4 () 140
[
II{IIWW[IIII{IIII[WIII{IIII[IIWT{IIII[IIII‘TIII[IIII{IIWT[IIII{IIII[IIII{IIII[IWII{IIII[IIII‘IIII[IIII{IWII[IIII{IIIW[III
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 75 7.4 7.3

F2 Chemical Shift (oppm)

Espectro 33 — Expansao do mapa de correlacdo de HMBC (regido 8,4 a 7,3 ppm) de PH-03.
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Anexo

CHjs

96
104
112
E
120 2
2
=
128 @
C-2 3
2
- s
136 °
O
-
R i
144
152
160
[TTTT‘TTTT[TTTT{TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT
2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 34 — Expansao do mapa de correlacédo de HMBC (regido 2,9 a 2,7 ppm) de PH-03.
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Anexo

3,6 5
230 nm

3,4
3,2 1
320 nm
3,0

2,8 -

2,6 -

Absorbancia (%)

2,4

2,2 -

2,0

| ' | ' | ' | ' |
200 250 300 350 400
Comprimento de Onda (nm)

Espectro 35 — Espectro de ultravioleta (200 a 400 nm) de PH-03.
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Anexo

90
L
s 7 :
-C_) H‘g E
ué) HE H‘
c 70 — © g e
© e & &%
b IS © ™
— % R
4 § — g
60 — -
' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de Onda (cm™)

Espectro 36 — Espectro de infravermelho (400 a 4000 cm™) de PH-03.
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Anexo

~ [M+CIT*
| | t o mmmemeee——e C2H1oNoCl 21705130 ESI(+)

100

[M+2]
219.04843

b
&)
o
T I I N A A A N T T I A AN AR A A |

182.08273
0 T T T T T 1 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 1 T T T T T 1T T T T T T T T 17171
175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235

m/z

Espectro 37 — Espectro de ESI(+) FT-ICR MS de PH-03.
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Anexo

|+
o | U (L ———— CioHioNy 18208

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

Relative Abundance

217.05

“Cl

184.92

"7 9100 gs.33 109,00 12092 12917 14308 15500 16508 17608 199% s05.00 21925
O B e B B e B RS R R A
60 80 100 120 140 160 180 200 220

m/z

Espectro 38 — Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion m/z 217.
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Anexo

v —
. m/z 182 >~ \l\ D —— CioH;N, 15508

He

100
95
90
35
20
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

149.92

Relative Abundance

HC—N
(HCN)

136.08 €

164.08

182.08

145.92

130.00
54.92 58.42 70.08 78.25 81.92 92,97 10008 115,17 122.00 12792 167.83 176.92
0 B o e 5 B e o e e s I ey e o s s e e e e e B B B 5 S s e s s s e s
60 70 80 a0 100 110 120 130 140 150 160 170 180

mfz

[&)]
o

Espectro 39 — Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion m/z 182.
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Normalized Intensity

Anexo

0.030

0.025

0.020

0.015

0.010

0.005

IIIIIIIIIlIIII|IIIIlIIII|IIIIlllllllIIIlIIIIIIIIIlIIIIlIIIIlIIII

I-rphen23-7.001 (OK).esp

0.00

2.94 (s, N-CH,) :

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

—2.94

3.40

Date

Date Stamp
Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count

Owner

Points Count

Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent

Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type
Sweep Width (Hz)

—3.13

7.47
39

7.49
7.37
2

-
| N~
d\ Temperature (degree C)
LA

8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 40 — Espectro de RMN *H (CDCls/MeOD, 500 MHz) de PH-04.

Value
4.6662
I-rphen23-7 1,2mg
cdcl3/meod RAQUEL
02 May 2013 10:19:44
02 May 2013 10:19:44
500.13
1H
20
spect
32768
nmrsu
32768
zg30
287.00
7022.47
CHLOROFORM-d
2531.5229
STANDARD
7022.26
25.160
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Anexo

— H-11 H-10
H-9 H-12 o
!

IR R R R R R R R R R R RN R R R AR R R AR R L L L L L L L L L
7.420  7.415 7.410  7.405 7.400 7385 7380 7375 7370 22 721 7.20 7. 7.13 7.12 7.11
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

7,48 (ddd, H-9) 7,38 (ddd, H-12) 7,21 (ddd, H-11)
o ™~ o o™ ~ .
o N -
2 5~ o DYoo 712(dddHI0
~ N~ ~ NN LIS Rl
= ] R A

1.01 0.95 1.13 1.06
(N [ I I
LI | I rrrrprrrd I rrrrprrrd I rrrrprrrd I rrrrprrr I rrrrprrrd I rrrrpr T I rrrrprrrd I rrrrpr T I
7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10

Chemical Shift (ppm)

Espectro 41 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&do 7,5 & 7,1 ppm) de PH-04.
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Anexo

4,37 (sl, H-3)

4.37

| |
LIS N B B B B N B B B B N S B B B B B B

I T 17T [ 1T 17 17T I T 1 ] 1 1771

4.55 4.50 4.45 4.40 4.35
Chemical Shift (ppm)

Espectro 42 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 4,5 & 4,2 ppm) de PH-04.

LI L] I T

4.30

T

T

T

T

T

T

T 1 I T 1

4.25

T

T

T

LI L I

4.20
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Anexo

3,47 (t, H-5) 3,13 (t, H-6)
p)
~ —
q— -
- o
p)
<t
— ~
ol ~—
o
2.00 2.05
P | |
T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10

Chemical shift (ppm)

Espectro 43 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 3,5 & 3,1 ppm) de PH-04.
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Anexo

n LM

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

80
Pulse Sequence

Solvent

F1 Chemical Shift (ppm)

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)

Temperature (degree C)

100

> 120 Title

7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 44 — Mapa de correlacdo de HSQC de PH-04.

Value
(0.2048, 0.0074)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
07 May 2013 10:23:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
32
spect
(2048, 187)
nmrsu
(1024, 1024)
hsqcedetgpsisp2.3
MeOD
HSQC
(9990.23, 25101.09)
25.160
I-rphen23-7
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Anexo

H-9 H-12 H-11 H-10

105
7.38,111.38,0.11

;C—12 110

7.48,117.88,0.13 115

; C-107.12,119.75,0.1
C-9 C-11 # 120

?

7.2,122.51,0.1 125

7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 45 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 7,5 a 7,0 ppm) de PH-04.
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Anexo

H-3

LILIL L L L L L O L L L LB I

450 445 440 4.35 4.30 4.25
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 46 — Expansdo do mapa de correlacdo de HSQC (regido 4,5 a 4,2 ppm) de PH-04.

~
©

(2]
o

(2l
—_

()]
N

ol
w

F1 Chemical Shift (ppm)
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Anexo

N-CH;

0 | N

3.13, 18.46, -0.06

-

C-6

2.94,41.69,0.13

3.47,51.28,-0.11
-

C-5

360 355 350 345 340 33 330 325 320 315 310 305 300 2.95 2.90 2.85 2.80
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 47 — Expansao do mapa de correlagdo de HSQC (regido 3,6 a 2,8 ppm) de PH-04.

16

24

32

56

F1 Chemical Shift (ppm)
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Anexo

N 0

20

80

100

- 120

140

TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTTT[TTT

8 7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 48 — Mapa de correlagdo de HMBC de PH-04.

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

Value
(0.2048, 0.0092)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
08 May 2013 16:17:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
72
spect
(2048, 256)
nmrsu
(2048, 1024)
hmbcgplpndqgf
MeOD
HMBC
(9995.12, 27905.68)
25.160
HMBCGP
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Anexo

H-9 H-12 H-11 H-10

105
C-7
C_9 115
C-10

c-11 - 120

o C-8 C-8
) e 125
130
C-13 C-13 135
140

[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TT
7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 49 — Expanséo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 7,5 a 7,1 ppm) de PH-04.
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Anexo

H-3

C-2

LI L L L L O L L L L L L L L L L BN

4.45 4.40 4.35 4.30 4.25
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 50 — Expansédo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 4,4 a 4,2 ppm) de PH-04.
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Anexo

N-CHs
H-5 H-6
C-6 .
20
N-CH; i
— — - 40
C-3 C-5 C-3 g
= — — -
C-5 .
= 60
E 80
C-7 C-7 = 100
C-2 = 120
IIII[HIT{TIIT[TITI{TITIUTII‘IIII[IIIT{IHTUIH{ITTI[ITII{ITII[IHINTIIT[TITI{TITI[IHI“IH[IIIT{IIIT[THT“TH[ITII{ITII[IHI“IH[TITI{TITI[IIT:
3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 51 — Expanséao do mapa de correlacdo de HMBC (regido 3,5 a 2,8 ppm) de PH-04.
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Anexo

220 nm

10 -

8 -

X 6-
O
&)
c
«0

2 44
(o)
n
o
<C

2 4

0 -

| ! | ! | ! | ! |
200 250 300 350 400

Comprimento de Onda (nm)

Espectro 52 — Espectro de ultravioleta (200 a 400 nm) de PH-04.
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Anexo

Transmitancia (%)

100 -
90 -
80 - -
§
70_ o o
€ = .
2 o |IE
60 - e § §
! | ! | ! | ! | ! | ! | | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

NUmero de Onda (cm™)

Espectro 53 — Espectro de infravermelho (400 a 4000 cm™) de PH-04.
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Anexo

ESI{+) FT-ICR MS
C1oHisN, H

100 187.12302 ===m=m===

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

CHj

298.19150

Relative Abundance

144.08079

203.11795 1 ‘
iJ Il I ' Il |

N A I .i.l Lhd, ot dal O P T T | T o P | P A ol |i LLLL -
S B I s B B B e B B s B B B B By I B s By Iy s By By B S N By I s |
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
msz

Espectro 54 — Espectro de ESI(+) FT-ICR MS de PH-04.
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Anexo

. m/z 187 |

N +
H
144.08 H
100 He . | | N+/
95 N \‘CHS
H

o O
Iz

HyC——N——CHj
(C;HsN)

[ ) |

N W W
g O O

H,C——N——H
(CH;N)

= N
(&) B e

-——A———————————— b o

-
o QO

Relative Abundance
= = 1 h O
o
penrhrrer b e b e e b e v b b e v b e e e e b e et

158.08 187.12
A

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
m/z

Espectro 55 — Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion m/z 187.

o)l
o
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Normalized Intensity

Anexo

0.06

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

3.28
r3.16
L —315

3.14

| —

2.69

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

Chemical Shift (ppm)

Espectro 56 — Espectro de RMN *H (MeOD, 500 MHz) de PH-05.

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Date Stamp
Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent

Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type
Sweep Width (Hz)

Temperature (degree C)

Value
5.5225
L-RPHEN24 1,2mg
MeOD RAQUEL
03 May 2012 16:24:48
03 May 2012 16:24:48
500.13
1H
16
spect
32768
Administrator
32768
zgeppr
114.00
5933.54
METHANOL-d4
2465.2988
STANDARD
5933.36
27.000
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Anexo

SN N AN

7.58 7.57 7.375 7.370 7.365 7.360 7.14 7.1‘3 7.12 7.11 7.06 7.05 7.04 7.03
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
7,19 (s, H-2)
7,37 (ddd, H-7) o 7,05 (ddd, H-5)

7,58 (ddd, H-4) T 7,13 (ddd, H-6)

(e'e]

2 ©

~ .

1.07 1.00 1.07 1.15

[ | I | | L
IIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|
7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00

Chemical Shift (ppm)

Espectro 57 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 7,6 & 7,0 ppm) de PH-05.
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Anexo

3,15 (t, H-1")

2,69 (s,

N-CHs)

y

-

2.87
[

33 3.2 3.1 3.0 2.9
Chemical Shift (ppm)

Espectro 58 — Expansé&o do espectro de RMN *H (regido 3,4 & 2,9 ppm) de PH-05.

2.8

2.7
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Anexo

20

40

60

80

100

120

140

160

8 7 6 5 4 3
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 59 — Mapa de correlagédo de HSQC de PH-05.

2 1 0

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

Value
(0.3452, 0.0081)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD 78624/0014
14 Sep 2012 01:00:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
60
spect
(2048, 256)
nmrsu
(2048, 512)
hsqcedetgpsisp2.3
MeOD
HSQC
(5930.65, 31385.12)
24.360
I-rphen24 meod 2,5mg
Raquel
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Anexo

H-2

H-4 H-6 H-5

80
90

7.37,111.39,0.01 100

7.58,117.9,0.04 \j 7.05,117.89,0.01 110
7.13,121.76,0.03 E/

\j C-7 \]

i C-2 '
o 'ce C°
7.18,122.62,0.07 130

120

140

150

7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 60 — Expanséao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 7,7 a 6,9 ppm) de PH-05.
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Anexo

3.15,22.53,-0.03

e
cC-1
N-CHjs

s

2.68,32.51,0.09

3.28,49.48,-0.02

335 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 61 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 3,4 a 2,6 ppm) de PH-05.

16

24

32

40

48

56
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Anexo

40

60

80
100
. ’ . 120
140
160

180

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 62 — Mapa de correlagédo de HMBC de PH-05.

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

Value
(0.3452, 0.0090)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
17 Sep 2012 18:25:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
60
spect
(2048, 237)
nmrsu
(2048, 512)
hmbcgplpndqgf
MeOD
HMBC
(5930.65, 26403.36)
24.160
I-rphen24 meod 2,5mg
Raquel

162



Anexo

H-2
H-7
H-4 H-6 H-5
104
C-3 C-3
— C-7
o 112
C-5 C-4
C-6 -
—— 120
C-3a C-3a C-3a C-3a
— A -
128
C-7a C-7a C-7a
- - e 136
144
152
Y[WYYT‘YWYY[YYYI‘YTYY[YYTY‘YIYY[YYIY‘WYYT[YYIY‘WYYT[YWIY{YYYI[YWYY‘YYTY[YIYT‘YYIY[WYYT‘YTYY[IYYW‘YWYY[YYYI‘YIYY[YYTY‘YIYT[Y
7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 63 — Expansédo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 7,7 & 7,0 ppm) de PH-05.
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Anexo

N-CHs
- — 20
N-CHs 2"
C-2’ C-2’ ¢
- —— 3 ;
F 60
)
C-3 C-3 100
C-2 = 120
C-3a -
Y[YWIY{YIIY[YIYY{TIYY[TYYY{WYYY[WYYY{IYYT[YYYT‘YYYW[YYYT{YYTW[YYYK{YYTI[YYWI{YYWI[YTIY{YTYY[YWIY{YIYY[TIYY{WYYY[WYYY{IYYY[YYYY{YYYT[YY:
3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 64 — Expansédo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 3,3 a 2,7 ppm) de PH-05.
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Anexo

4,0 5 240 nm

3,5 1
3,0 -
2,5 -
2,0 -

310 nm
1,5

Absorbancia (%)

1,0

0,5 1

0,0

| ' | ' | ' | ' |
200 250 300 350 400
Comprimento de Onda (nm)

Espectro 65 — Espectro de ultravioleta (200 a 400 nm) de PH-05.
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Anexo

100 -
90 -
X 804
.© ] -
o 5§ . .
<5 70 - £
= 60 S g
S i T
= - g
50 - B
40 -
' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de Onda (cm'1)

Espectro 66 — Espectro de infravermelho (400 a 4000 cm™) de PH-05.
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Normalized Intensity

Parameter Value
Acquisition Time (sec) 4.6662
Comment I-rphen23-9 1,6mg
cdcl3/meod RAQUEL
o Date 16 May 2013 18:02:40
T Date Stamp 16 May 2013 18:02:40
Frequency (MHz) 500.13
Nucleus 1H
Number of Transients 64
Origin spect
Original Points Count 32768
Owner nmrsu
Points Count 32768
W Pulse Sequence zg30
: Receiver Gain 144.00
i <l o w» - - SW(cyclical) (Hz) 7022.47
4 Nl 2 @~ o < Solvent CHLOROFORM-d
] t Vo~ o ™ o~
—ol g | Spectrum Offset (Hz) 2537.2063
. © gl g pa Spectrum Type STANDARD
. | o ~ N “)N/cxi Sweep Width (Hz) 7022.26
] L|n i Temperature (degree C) 25.160
J N . L
LI L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L LB L L LB BN NLELEN I
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 67 — Espectro de RMN *H (CDCl; / MeOD, 500 MHz) de PH-06.
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Anexo

H-4

5
SN

T ‘ T T TrTTT ‘ LI R N R ‘ T T
7.23 7.22
Chemical Shift (ppm)

7,23 (dd, H-4)
7,18 (td, H-6)

AN
N~ !
N~ | N~
I I
| 1.00 o 1.08 |

H-6 H-5 H-7

6.77 6.76
Chemical Shift (ppm)

7.19 7.18 7.17 6.86 6.85 6.84 6.i
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

6,85 (td, H-5)

Lo

6,76 (dd, H-7)

I~
~ ©
©o ™~
L f

*®
©
|

7.20 7.15

7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75
Chemical Shift (ppm)

Espectro 68 — Expansdo do espectro de RMN *H (regido 7,2 & 6,7 ppm) de PH-06.

168



Anexo

5,52 (sl, H-8a)

5.52

1.00
I I

5.80 5.75 5.70 5.65 5.60 5.55 5.50 5.45 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20
Chemical Shift (ppm)

Espectro 69 — Expanséo do espectro de RMN H (regi&o 5,8 & 5,2 ppm) de PH-06.
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Anexo

2,60 (s, N-CHs)

o
(o]
~N

T I I t ANRARARRR RN RN R RN RN AR R RN RN AR AR ARRR
2.50 2.45

2.04 2.03 2.02 2.01 2.00 1.99
Chemical Shift (ppm) Chemical phift (ppm)

2,43-2,53 (m, H-2 e H-3)

2,01-2,03 (m, H-3)

™M
C:o
"
3.00 2.20 1.13
I | |
LENLENLENL N LA EL AL L ELL L L L L L L L L L LR L L L DL LR DL L L |
2.7 2.6 25 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 70 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 2,7 & 2,0 ppm) de PH-06.
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Anexo

LU

Parameter Value
Acquisition Time (sec) (0.2916, 0.0092)
0 Comment 5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
. ) '_ 20 Date 17 May 2013 10:15:00
. - Frequency (MHz) (500.13, 125.77)
- - -+ IS Nucleus (1H, 13C)
. 40 g Number of Transients 32
- - E Origin spect
- 60 ('/—_) Original Points Count (2048, 232)
. = Owner nmrsu
L2 Points Count (1024, 1024)
80 qE) Pulse Sequence hsqcedetgpsisp2.3
-S Solvent CDCI3
100 : Spectrum Type HSQC
Sweep Width (Hz) (7015.61, 25101.09)
- Temperature (degree C) 25.260
.- 120 Title l-rphen23-9 1,6mg
- cdcl3/meod RAQUEL
L B B B B L B L L L L L L B UL I
7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 71 — Mapa de correlacédo de HSQC de PH-06.
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Anexo

H-4 H-6 H-5 H-7

100

6.67. 110.49, 0.26 105

& 110
C-7
6.75,119.78, 0.28 115

é 120
7141249503 . C-5
: 125

C-6
7.09,129.91, 0.28 135
140
TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TT T‘TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT‘TTTT
7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 72 — Expansao do mapa de correlagdo de HSQC (regido 7,3 a 6,6 ppm) de PH-06.
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Anexo

H-8a

F 75
F 80

5.53, 84.66, 0.06 E
\ZI - 85

C-8a 2
- 90
95

T T [ T T T T ‘ T T T T [ T T T T ‘ T T T T [ T T T T ‘ T T T T [ T T T T ‘ T T T T [ T T T T ‘ T Tj

5.60 5.55 5.50 5.45 5.40

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 73 — Expansédo do mapa de correlacdo de HSQC (regido 5,7 & 5,4 ppm) de PH-06.
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Anexo

H-2

N-CH;

H-2 e H-3

N

H-3

2.5,33.19,-0.08

o

N-CH3 ? C-3

2.03,33.19,-0.12

-

C-3
2.59, 33.83,0.04
3.27,52.42,-0.09 2.48,52.41,-0.07
C-2 C-2
HYWIIH[HII“YHUHI“IHUHY“IH[YHwHIIUHwHYIUIHMIIIUYHMIH[HIwIHYUIIwYHIUHwIHWHYWIHIUIIWIYH[HH“YH[HIWHH[H
34 33 3.2 31 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 21 2.0

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 74 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 3,4 a 2,0 ppm) de PH-06.
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Anexo

T 1w

0 Parameter
Acquisition Time (sec)
Comment
i 20
04 F i Date
' 40 — Frequency (MHz)
g_ Nucleus
)
e Number of Transients
] +—
L 60 = Origin
< - .
) Original Points Count
[ | —
80 < Owner
] i _
é Points Count
100 _qc, Pulse Sequence
N I3} Solvent
E Spectrum Type
.f. '. 120 Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
140 Title
&
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 75 — Mapa de correlagédo de HMBC de PH-06.

Value
(0.2916, 0.0092)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
17 May 2013 05:27:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
84
spect
(2048, 256)
nmrsu
(2048, 1024)
hmbcgplpndgf
CDCI3
HMBC
(7019.04, 27905.68)
25.160
I-rphen23-9 1,6mg
cdcl3/meod RAQUEL
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Anexo

Ha e H-5 H-7
C-3a
- . :—60
- - 5
~ 100
C-7 -
— C_5 E_
C-4 o - 120
C-6 C-3b -
—‘ - -_— -
C3b |
C-7a C-7a T
|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|'"'|""|""|""|""|""|-_
715 710 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 76 — Expansédo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 7,2 a 6,6 ppm) de PH-06.
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Anexo

N-CHj
H-2 e H-3
H-3
C-3
- -
C'2 C_2
- C-3a
C-3a
C-8a C-8a
-
C-3b C-3b

2.65 2.60 2.55 2.50 2.45 2.40 2.35 2.30 2.25 2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95 1.90 1.85

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 77 — Expansao do mapa de correlacdo de HMBC (regido 2,7 a 1,8 ppm) de PH-06.
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Anexo

4.0
220 nm
3,5 1
3,0 5
2,5 1

2,0

1,5 -
310 nm

Absorbancia (%)

1,0 5

0,5 4

0,0 A

| ! | ! | ! | ! |
200 250 300 350 400
Comprimento de Onda (nm)

Espectro 78 — Espectro de ultravioleta (200 a 400 nm) de PH-06.
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Anexo

1618 cm™

3358 cm™

2846 cm™
1360 cm™
1169 cm™

1468 cm™

Transmitancia (%)
0]
o
]
2916 cm™

30 ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Numero de Onda (cm™)

Espectro 79 — Espectro de infravermelho (400 a 4000 cm™) de PH-06.
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Anexo

ESI(+) FT-ICR MS

Relative Abundance

100
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

1

H3C

N [l\l H 363.21815
3 N \| >
E N I D D - NI N N 347.22324
E e CooHa7Ny |
LAY
é NP P N
E N N\
f H | H
E CHsg
é 379.21311
E 173.10738
E 391.21310
E 407.20805
E L l 4 ! P T Ly Ay I.

T (LAAR AR RARLS LERRS LARAS ALY LAARE LRI RARRS LRALN LA RARRS URBARN RS LN LARLE RAALN BRI AL
a0 150 200 250 300 350 400 450 500

m/z

Espectro 80 — Espectro de ESI(+) FT-ICR MS de PH-06.
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Anexo

@ :z347 —

| H
N N
He | | -
H  CHy QJQ
173.08
. +]

100
95
20
85
80
75
70
85
80
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

| HaC
@\j/\ T H
N N

N

|
C
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
— 1
| —‘ ———————— 31617 :
1
< + I
N I
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

(Cy1HuN,)

Relative Abundance

Espectro 81 — Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion m/z 347.
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Normalized Intensity

Anexo

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

7.47

7.35

L-R-PH-m-BuOH-27-62-52.011 (completa).esp :‘2

<

\‘_—4.74
4.72

3.93
3.93
3.91
3.60

r

=t
|

_I_—_l—h

11 IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIlIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIlIIII|IIIIIIIII|IIIIIII

7

6

5 4

Chemical Shift (ppm)

Espectro 82 — Espectro de RMN *H (MeOD, 500 MHz) de PH-07.

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Date Stamp
Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent

Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)

Value
5.5225
L-R-PH-m-BuOH-27-62-52
9,8 mg MeOD RAQUEL
09 Aug 2012 14:22:56
09 Aug 2012 14:22:56
500.13
1H
16
spect
32768
nmrsu
32768
zgeppr
161.00
5933.54
METHANOL-d4
2391.2178
STANDARD
5933.36
25.000
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Anexo

747 (5, H-17) m A/?\h &/?\%

N~
<+
~
I
L L L L L LI O L TTT T[T T T T[T T[T I T T[T T T[T T[T IT[TTTT[1 TT T T T T[T T T T [ TT T T [T T T T[T TT T [ TTT T TT T TT
7.350 7.345 7.340 7.335 7.220 7.215 7.210 7.205 | 7.(;4 | 7‘(‘)3 | 7.0‘2 | 7_(;1 | | 6_9‘4 | 6_9‘3 | 6_9‘,2 |
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
7,34 (ddd, H-9 7,21 (ddd, H-12)
,34 (ddd, H-9) ’ ! 7,02 (ddd, H-11) 6,90 (ddd, H-10)
o
N
o G ST
N ~
= I
|
0.98 1.00 0.99 1.01 1.02
— I I I I
LRI LN L L L L L L N L L L Y L LI L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L LI L B
7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90

Chemical Shift (ppm)

Espectro 83 — Expansao do espectro de RMN *H (regi&o 7,5 & 6,9 ppm) de PH-07.
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Anexo

H-19 H-18a H-18b
H-1’

\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\ M M \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
‘\/\/\J\/\/\/\/v\/\m/\ 5.73 5.72 5.71 T I T T I T TIT T T T[T T T[T T T T[T T T[T T T T [ TTTI[ITTT] 4.73 4.72
Chemical Shift (ppm) \ \ \

T T T T T T T T T T T 1 \ 1 \ T 5.225 5.200 511 5.10 5.09 ChemlcaIShlft(ppm)
5.775 5.750 5.725 Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
Chemical Shift (ppm) 4’73 (d’ H_1’)
<
~ R
5,72 (d, H-21) ;
—
o © 5,21 (ddd, H-18a)
o |
C 5,10 (ddd, H-18b)
575 (ddd, H-19)
Lo
™~
RS
w o P
2.08 1.04 1.01 1.56
[ I [ —
lllllllllllllllllllllllllllllllIllllllllllllllllllllllllIlllllllllllllllllllllllllllllllllllllllIllllllllllllllllllllllllllll
5.8 57 5.6 55 54 53 52 51 50 4.9 4.8 4.7

Chemical Shift (ppm)

Espectro 84 — Expansdo do espectro de RMN 'H (regido 5,8 & 4,8 ppm) de PH-07.
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Anexo

T T T T T T T T T
434 433 432 431 430

Chemical Shift (ppm)

H-6a H-6b’
! 3 9‘3 ! 3 9‘2 ! 3 9‘1 ! 3 9‘0 L L T T T M
: : : : 3.620 3.615 3.610 3.600 3.575
Chemical Shift (ppm)

Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

3,58 (dd, H-6b”)
3,91 (dd, H-6a’)

D
)
o
I
- o
=} Q| o ©
27 S o | © 0
4,32 (d, H-3) 2 - ; | TS5
2| 3,61 (dd, H-5a)
S &
<~
I
AANMNMC
1.00
I
llll]lllllllll]lllllllll]llllIllll]lllllllll]lllllllll]llllIllll]llllIllll]lllllllll]ll
4.3 4.2 4.1 4.0 3.9

3.8 3.7

3.6
Chemical Shift (ppm)

Espectro 85 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 4,4 & 3,5 ppm) de PH-07.
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Anexo

)

3.32 331 3.30 329 3.28

3.17 3.16 3.15
Chemical Shift (ppm)

Chemical Shift (ppm)

3,33 (t, H-3)
3,30 (ddd, H-5")

—3.33

335 334 333 332 331
Chemical Shift (ppm)

3.14 3.13 3.12 3.11 3.100 3.095

3.090 2.95 2.94 2.93 2.92
Chemical Shift (ppm)

2.900 2.875
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

Chemical Shift (ppm)

3,15 (dd, H-4")
3,13 (dd, H-2")
B 2,88 (ddd, H-15)

. 2.84-2,90 (M, H-6b)
2

317
-3.1473.15

2,93 (ddd, H-6a)

<t o

N
.:.:.®
TS

g

2.30 3.00 2.94
| | | | | |
llllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]llIIIllll]lllllllll]llIIIllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]ll
3.40 3.35 3.30 3.25 . 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85

Chemical shift (ppm)

Espectro 86 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 3,4 & 2,8 ppm) de PH-07.
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Anexo

H-20 H-14a H-14b
T T T T I T T T T T T T T L T T T
2.600 2.575 2.275 2.250 2.025 2.000
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
2,26 (ddd, H-14a)
2,60 (ddd, H-20) 2,02 (ddd, H-14b)
2233
o TuA— 3
o N o
T\ —
N S
1.00 0.99 0.97
I | | | |
llll]lllllllll]lllllllll]lllllllllIlllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]llllIllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllll
2.60 2.55 2.50 2.45 2.40 2.35 2.30 2.25 2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95

Chemical Shift (ppm)

Espectro 87 — Expanséo do espectro de RMN *H (regi&o 2,6 & 1,9 ppm) de PH-07.
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Anexo

TR

20

sra 60

80

» 100

" 120

140

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 88 — Mapa de correlagédo de HSQC de PH-07.

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)

Value
(0.1719, 0.0123)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
14 Sep 2012 00:00:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
70
spect
(1020, 256)
nmrsu
(1024, 1024)
hsqcetgp
MeOD
HSQC
(5927.75, 20812.99)
22.700
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Anexo

H-17 H-12
H-9 H.11  H-10

7.21,110.91,0.5 104
7.34,117.65,0.58 é 6.93 11911 0.8 © 112 A
: C-12 99, 2280 a
e C1l e 20 =
7.02,122.03,0.3 128 g
£
136 2
0
144 U
747,15201,-008 ~ 4
= \] e 152

7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 89 — Expansédo do mapa de correlacdo de HSQC (regido 7,6 a 6,8 ppm) de PH-07.
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Anexo

H-21 H-1’

H-18a H-18b
H-19

5.72,95.11, 0.5 88

L 4.73,99,0.64

: % £
C-21 e
, N
C-1 104 &
c
(V)]
5.1,117.65,0.53 112 g
C-18 - :
C_18 120 ¢
(6]
5.21,117.65,0.16 .
L
5.75, 134.92, 0.15 128
C-19 1
YTTT[TYYT‘TTTT[TTTY‘YTYT[TTTT‘TYYT[YTTY‘TYTT[TTTT‘YK{Y[TTTT‘YTYK[TTYT‘TTYK[YTTT‘TYYT[YYTT‘TTTY[TTTY‘YTTT[TYTT‘YTYK[TYK{‘TTTT[YTT
5.8 5.7 5.6 55 5.4 53 5.2 5.1 5.0 49 4.8 4.7

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 90 — Expanséo do mapa de correlacdo de HSQC (regido 5,9 a 4,7 ppm) de PH-07.
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Anexo

H-3° H-2’e H-4’e H-5b

H-3

W

3.61,41.7,0.35 3.12,41.7,0.43
4.32,50.89, 0.44 L— '\!—
; C-5 - C7°
C-3 Cc-6a’ C-6b’
? : ? - 3.17,70.21,0.79
C-4
3.91,61.71,0.55 3.58,61.71,0.54 3.3,77.3,0.66 .5 .J-
M’
3.13,73.39,0.68
3.33,76.81,0.78
TTTWTTH{HYT[THYMTTT[HYWTHT[HTWKHY“TH‘HTI[THY{TTYY[YHTMYH[HYWKHT“YH{IHY“TH‘YYYI[THY‘YTH[YHIMIYY[HIWKHY\
43 4.2 4.1 4.0 3.9 38 3.7 3.6 35 34 3.3 3.2 31

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 91 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 4,4 a 3,1 ppm) de PH-07.
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Anexo

H-2’ e H-4’ e H-5b

H-6b e H-15
H-14a H-14b
C-6 C-6 1
, { 20
2.93,18.31,0.25 2.87,18.31,0.39
25
2.26,33.7,0.36
2.87,32.88, 0.47 r 2.02,33.71, 0.43 20
C-15 C-14 C-14 %
3.12,41.7,0.43

i 40
C-20
C-2’
’ 45

2.6,44.32,0.4

IYI[IIIIMIII[YIIIMYII[IIIIMIII[IIYIMIIY[IIII{HYI[IIII{HII[YIII‘HII[IIIY{HII[IIYI{HIY[IIII{HYI[IYII{HII[YIII‘IHI[IIIY{IH

3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 92 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regiao 3,2 a 1,9 ppm) de PH-07.
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Anexo

0 Parameter
Acquisition Time (sec)
- 20 Comment
[ ]
) - 40 Date
- . Frequency (MHz)
Nucleus
) 60 =
a Number of Transients
- =
- (=X .
-y o .- ~ Origin
80 &
= Original Points Count
%)
° cem n ™ — Owner
- - 100 g
- - » - Points Count
- _— - € |
. o Pulse Sequence
S Rant 120 £ a
- = _ © Solvent
-
e = . - w Spectrum Type
140 P . »
Sweep Width (Hz)
- -
Temperature (degree C)
160 .
Title
180
YT‘TTYY[YTTY{YYTT[TYYY‘YTTY[YYTTNTYYT[TTYY{TTTY[TYTT‘TYYT[TTYY{TTTT[YTYTNYTTY[TTTT‘YT
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 93 — Mapa de correlagao de HMBC de PH-07.

Value
(0.1726, 0.0084)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
25 Aug 2012 00:00:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
110
spect
(1024, 236)
nmrsu
(2048, 1024)
hmbcgplpndqgf
MeOD
HMBC
(5930.65, 27905.68)
22.900
HMBCGP
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Anexo

H-17
H-12
H-9 M H-11 H-10
c:15
40
60
80 £
c.16 S
C-7 100 =
c21 == cl1l2 C12 »
— C-10 C-9 _
- cil — C-8 120 8
C-8 C-8 C-13 GE)
C-13 140 <
@]
A E____1 —
160 Y
C-22
180
200
NT{T{TT{T[T{T{{N{T{[NTIY‘N{IN[NTNT‘TN{T[TNTN{NTNN[NTNT‘T{T{[{NT{{NT{T[TY{Y{YNNI[T{NT‘T{T{[NTT{{NT{T[T{
7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 94 — Expansao do mapa de correlacédo de HMBC (regido 7,7 a 6,8 ppm) de PH-07.
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Anexo

H-21 H-1°
H-10 H-18a H-18b
) H-3
A .
C-15 E
20 c20 co
= 60
C-3 3
= 50
_ oa c21 *
X - 100
= 120
C-2 E
¢19 Sy -
- 140

6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 55 54 53 5.2 5.1

F2 Chemical Shift (ppm)

5.0 4.9 48 4.7 4.6 45 44 43

Espectro 95 — Expanséo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 6,1 a 4,3 ppm) de PH-07.
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Anexo

C-14

- C-5
C-3 C-3
c6 C-6

C-4 c-# C-4 L
— _C'2’J -Ci
C-3 C-%

oo cr C-21

c7 C7_
C-7

C-16

C-2

C-17

C-22

4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 35 3.4 3.3 3.2 31 3.0 2.9 2.8

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 96 — Expansao do mapa de correlagédo de HMBC (regido 4,1 a 2,8 ppm) de PH-07.
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Anexo

H-14a .
H-20 H-14b
C-14 C-15 C-15 a
E 40
C-3 g
. A
- 60 o
E g
; z
s 7
r (o]
r o
C-21 C £
E [0]
r c
:—1000
__C-16 E 0
C-18 .
=120
C-2 F
C-19 E
TTWTTTTMTTT“TTTMTTT“TTHTTTWTTTTMTTWTTTHTTH“TH[TTTWTTH[TTTWTTTHTTH{TTTHTTH‘TTH[TTTWTHT[TTH‘THT[THT{TTH[THT‘TTH[TTH‘TTT
2.65 2.60 2.55 2.50 2.45 2.40 2.35 2.30 2.25 2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 97 — Expanséo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 2,7 & 1,9 ppm) de PH-07.
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Anexo

Absorbancia (%)

3,4 -

3,2

3,0 -

2,8 -

2,6 -

2,4

2,2

2,0

230 nm

320 nm

380 nm

1,8

I ' I ' I ' I ' I
200 250 300 350 400
Comprimeto de Onda (nm)

Espectro 98 — Espectro de ultravioleta (200 a 400 nm) de PH-07.
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Anexo

Transmitancia (%)

100 -
90
b H‘E
80 - ; Ve Sl gV
St Btel
70 —
60 —
1038 cm™
T T T T T T T T T T T T T T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de Onda (cm™)

Espectro 99 — Espectro de infravermelho (400 a 4000 cm™) de PH-07.
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Anexo

C,:H.,N,O
26731 1Y2 0 ESI(-) FT-ICR MS
______ [M—H]
1005 515.20234
90
80
70
(1] _|
(& _]
o |
360 7
C —
2 7
< 50 7
q) —
= n
© 40
(] _|
o 4
30 7
20
10
OE I uhl TR N ]I In_a L LL
L L s s By s s B B O I O B B I B B B
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z

Espectro 100 — Espectro de ESI(+) FT-ICR MS de PH-07.
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Anexo

100

90

Relative Abundance
w I an [@)] -~ (a3
(] Q Q Q (] (]

N
o

10

. m/z 515

He

1
1
1
1
| | NHY i
N
H CH._ :
1 C14H1504 i
I‘
: 283.08 | i I
! 515.20
185.08 247.08 3091'17 471.25
|\-\-\7|||||‘\|\||||||‘\||||||\\\‘\lll‘|\\||||||‘\|\lll\\)l‘\lllllt\ nll\lll‘|||\|\\||||||\‘|\|I|||\|\‘|||—|—|—r‘—ﬂ—r‘
150 200 250 300 350 400 450 500

m/’z

Espectro 101 — Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion m/z 515.
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Normalized Intensity
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Chemical Shift (ppm)

Espectro 102 — Espectro de RMN *H (MeOD, 500 MHz) de PH-08.

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Date Stamp
Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent

Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type
Sweep Width (Hz)

Temperature (degree C)

Value
5.5225
I-rphbb717611920 4mg
meod RAQUEL
23 Jan 2013 17:07:28
23 Jan 2013 17:07:28
500.13
1H
16
spect
32768
nmrsu
32768
zgeppr
161.00
5933.54
METHANOL-d4
2390.3557
STANDARD
5933.36
25.160
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H-1 H-2a H-6a
— f\%
u
4.17 4.16 4.15 ‘ ‘ | ‘ ‘ | ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘ T \\\\‘\\\3\7‘7\\\\‘\\\3\7‘6\\\\‘\\\3\7‘5\\
Chemical Shift (ppm) 3.875 3850  3.825 Chemical Shift (ppm)
Chemical Shift (ppm)
4,16 (d, H-1)
5T
3,86 (dq, H-2a’) 3,76 (dd, H-6a)

L .

0.95 1.04 1.18
[ | | I
rr1rrrrT I L L I rTrrr1rrTT I rrrr1rrrrrr I L L I L L I rTTrrr1rrTT I rrrr1rrrrT I L L I T
4.15 4.10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75

Chemical Shift (ppm)

Espectro 103 — Expanséo do espectro de RMN *H (regido 4,2 & 3,7 ppm) de PH-08.
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H-2b’
H-6b H-3 H-3
V/\I/l\
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\ T T T T T T T T T \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\{
3.58 3.57 3.56 3.55 3.525 3.500 3.475 3.26 3.25 3.24
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
3,51 (dg, H-2b")
3,25 (t, H-3)
o o~
3,56 (dd, H-6b) 2 & _ o .
I R
~ A T o
I S = < -
o < o | ' ' |
o
5 ' LN
J J ' _
1.18 1.00 0.95
| | | | | |
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25

Chemical sShift (ppm)

Espectro 104 — Expanséo do espectro de RMN *H (regido 3,6 a 3,2 ppm) de PH-08.
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1,15 (t, H-1°)

H-2 H-1’ H-1’

—

oM )M

1.13

3.18 3.17 3.16 3.08 3.07 3.06 3.05 1.15 1.14 1.13 1.12
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
o
N
3,16-3,18 (m, H-4 e H-5)
3,06 (dd, H-2) |
© |
<

3.0 2.5 2.0 1.5
Chemical Shift (ppm)

Espectro 105 — Expansé&o do espectro de RMN *H (regido 3,2 & 1,1 ppm) de PH-08.
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20
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5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 05 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 106 — Mapa de correlacdo de HSQC de PH-08.

F1 Chemical Shift (ppm)

Parameter
Acquisition Time (sec)

Comment

Date

Frequency (MHz)
Nucleus

Number of Transients
Origin

Original Points Count
Owner

Points Count

Pulse Sequence
Solvent

Spectrum Type
Sweep Width (Hz)
Temperature (degree C)
Title

Value
(0.3452, 0.0102)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
25 Jan 2013 19:17:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
20
spect
(2048, 256)
nmrsu
(2048, 1024)
hsqcedetgpsisp2.3
MeOD
HSQC
(5930.65, 25101.09)
25.060
l-rphbb717611920 4mg
meod RAQUEL
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3.56,60.12,-0.09

3.86,63.6,-0.12 3.51,63.61,-0.08

C-6
C—ZE z-G oJ- 3.16, 69.15, 0.27

3.76, 60.11,-0.07 Cc-2’ C_4d
3.25,75.47,0.21 “ C-2

o BT

3.06,72.51,0.26

3.16,75.47,0.27

4.16,101.4,0.31

®C1

41 4.0 39 38 3.7 3.6 35 3.4 33 3.2 31 30 2.9
F2 Chemical Shift (oppm)

Espectro 107 — Expansao do mapa de correlacdo de HSQC (regido 4,1 a 2,8 ppm) de PH-08.
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1.15,12.89,0.18 cC-1’

-0 F
r o
S
~8 =
C 0
e ©
F L
—16 E
F o
E <
- ©]
F -
—24 LW

1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 108 — Expansédo do mapa de correlagdo de HSQC (regido 1,3 & 0,9 ppm) de PH-08.
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Parameter
Acquisition Time (sec)
0 Comment
: [
20 Date
Frequency (MHz)
Nucleus
40 ~
i £ Number of Transients
a
) Origin
60 & Original Points Count
[ [ £ g
b L] 0 Owner
¥ " L 80 ‘_g Points Count
é Pulse Sequence
g Solvent
Ll ¥ u 100 o Spectrum Type
0 Sweep Width (Hz)
120 Temperature (degree C)
Title
140

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0 0.5

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 109 — Mapa de correlagdo de HMBC de PH-08.

Value
(0.3452, 0.0092)
5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014
24 Jan 2013 01:46:00
(500.13, 125.77)
(1H, 13C)
76
spect
(2048, 256)
nmrsu
(2048, 1024)
hmbcgplpndqgf
MeOD
HMBC
(5930.65, 27905.68)
25.160
I-rphbb717611920 4mg
meod RAQUEL
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H-1 H-4 e H-5
H-2
1 1
= 20
- 40
. —
C-2’ = 60
. C-4 C-4 C-4 c-3 :
] '. L
b4 Ll “w 8
C-5 C-5 C-5 - 80
C-1 - C-1 i
b " Ca re - 100

48 4.7 4.6 45 44 43 42 41 4.0 39 38 3.7 36 35 34 33 3.2 31 3.0 2.9
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 110 — Expansao do mapa de correlacédo de HMBC (regido 4,8 a 2,9 ppm) de PH-08.
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H-1’
"o ) -
— 20
— 40
C-2 C
— 60
I[IIIX{IXII[YINN{NIIN[X[N{‘N[N[[IINN{N{N[{N[II{N{IX{IXNN{NIIN[IXII‘IX[N[INII‘IX[N{N[N[‘ININ{INNN‘NNNV
1.6 15 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7

F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 111 — Expanséo do mapa de correlacdo de HMBC (regido 1,6 a 0,7 ppm) de PH-08.
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H-1’

F1 Chemical Shift (ppm)

4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Espectro 112 — Experimento COSY de PH-08.
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