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RESUMO

Este trabalho descreve um estudo tedrico-experimental envolvendo derivados da
Piridostigmina e do Edrofonio, que possuem a¢do como inibidores da enzima
acetilcolinesterase. Os anticolinesterdsicos sao utilizados como medicamento para o
tratamento do Mal de Alzheimer.

Primeiramente foram sintetizados os derivados da Piridostigmina (brometo de N,N-
dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio), com substituintes no carbono 5 do anel piridinico:
fenila, p-metoxifenila, p-nitrofenila, p-clorofenila, e um derivado do Edrofonio (brometo de
2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio).

O procedimento proposto envolveu como intermedidrios os 2,6-tetraidro-N,N-
dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio p-substituidos, com estrutura de sal interno (cargas negativa e
positiva no oxigénio e nitrogénio, respectivamente).

Todos os compostos tiveram suas propriedades fisico-quimicas (ponto de fusdo,
andlise elementar) e espectroscopicas (RMN e IV) analisadas, tanto para os sais ciclicos
intermedidrios como para os produtos finais. Através de célculos tedricos analisamos as
geometrias moleculares e densidades de carga dos compostos finais.

Investigamos também as propriedades bioldgicas referentes a atividade
anticolinesterdsica do derivado do Edrof6nio determinada através do Método de Ellman
modificado. Neste teste observamos que este composto possui uma atividade
anticolinesterdsica superior ao fairmaco comercial, sendo que, o farmaco comercial inibiu
62,9% a atividade enzimatica total, contra 100% de inibicio do composto, ambos na

concentragdo de 0,1 mol / L.
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ABSTRACT

This project describes a theoretical and experimental study involving pyridostigmine
and edrophonium derivatives, which can be used as inhibitors of the acetylcholinesterase
enzyme. The anticholinesterase agents are used as medicine for the treatment of Alzheimer’s
disease.

Firstly pyridostigmine (N,N-dimethylcarbamate N’-methyl-5-phenyl-pyridinium
bromides) derivatives (phenyl, p-nitrophenyl, p-chlorophenyl, p-methoxyphenyl) and 2,6-
tetrahydro-N,N-dimethyl-3-hidroxy-5-phenylpyridine bromide (edrophonium derivative)
were prepared.

All compounds were characterized from their physicochemical (melting point,
elemental analysis) and a spectroscopic property (NMR and IR) for both cyclic salts
intermediates and the final products. Through theoretical calculations it has been assessed
molecular geometries and charge densities of the final compounds.

It has also been investigated the biological properties related to the activity of
anticholinesterase edrophonium derivative, which was accessed from modified Ellman
method. It has been found that edrophonium derivative present anticholinesterase
activity much higher than the commercially available drug. From our results, while
commercial drug inhibit 62.9% of the total enzyme activity, edrophonium derivative inhibit

100%, both at the same concentration (0.1 mol L'l).
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1. INTRODUCAO

Nos paises em desenvolvimento, nos ultimos anos, aumentou o interesse na producao

e industrializacdo de medicamentos e na assisténcia farmacéutica de modo governamental e
na sociedade. Algumas razdes podem justificar o incremento dessa visibilidade, o
desenvolvimento tecnolégico é uma delas.’
Nas ultimas décadas, tem-se ampliado a abrangéncia do medicamento, de modo que, hoje,
existem produtos para quase todas as doengas. Além disso, os medicamentos sdo cada vez
mais seguros e eficazes contribuindo para aumentar a expectativa e qualidade de vida. Por
isso, sdo apontados como um importante indicador de qualidade dos servicos de saudde.

O setor farmacéutico brasileiro tem passado por importantes transformacoes, nos
ultimos quarenta anos, foram criados a Central de Medicamentos (CEME), a
regulamentacio do Sistema Unico de Satide (SUS), a aprovagdo da Politica Nacional de
Medicamentos (PNM), a criacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), a
Lei dos Genéricos e, mais recentemente, a realizacio da Conferéncia Nacional de
Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica, a criacio do Departamento de Assisténcia
Farmacéutica e Insumos Estratégicos (DAF), e a aprovacdo da Politica Nacional de
Assisténcia Farmacéutica.

O setor produtivo brasileiro que envolve a industria de produtos farmacéuticos,
medicinais e veterindrios movimenta anualmente recursos da ordem de US$ 10 bilhdes,
sendo hoje a 4" industria farmacéutica mundial em volume de producdo, atrds dos Estados
Unidos, Franca e Itdlia.>

Entretanto, o consumo per capita é um dos mais baixos do mundo (US$ 17/ano), e
mesmo do ponto de vista absoluto é muito baixo quando comparado ao Japao ou mesmo a
Coréia do Sul. Esse baixo consumo estd intimamente ligado aos precos elevados, de um
mercado nas maos de grupos estrangeiros, que controlam inclusive as matérias primas e os

. e, . . L. 4
intermediarios sintéticos.
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Economistas brasileiros calculam que o gasto per capita do brasileiro com remédios em
2011 serd de R$ 337.° Lembrando que 70% das familias brasileiras vivem apenas com um
saldrio minimo.°

A reversdo deste quadro sé serd possivel com a formacdo de recursos humanos e
desenvolvimento de processos por grupos nacionais, através de uma forte intervencdo do
Estado, com linhas de atuagdo nos diversos segmentos envolvidos. Cabe lembrar que
“farmacos ndo sdo descobertos por organizagdes, mas por pessoas altamente capazes, com
forte motivacdo, usualmente trabalhando em pequenas equipes interdisciplinares™.* Exemplo
classico é a descoberta do captopril, hipotensor isolado do veneno da jararaca (Sérgio
Ferreira, Ribeirdo Preto), hoje patenteado e produzido pela Squibb.

A organizacdo internacional humanitaria Médicos Sem Fronteiras, entre outras, vem
apontando a necessidade de institucionalizar mecanismos que levem os produtores a
desenvolver pesquisas para o desenvolvimento de novos medicamentos. Para isso, €
imprescindivel a intervencdo do Estado no fomento e na gestdo de novos medicamentos
eficazes e seguros para doencas que atingem ou ameacam milhdes de pessoas.5

A crescente demanda de novos farmacos, tanto do ponto de vista terapéutico quanto
ao seu aspecto s6cio-econdmico’ e no caso do Brasil, de desenvolvimento e libertacdo dos
grupos multinacionais, vem demonstrando a enorme importancia do engajamento de equipes

de Institutos de Pesquisa e de Universidades nessa drea, ainda incipiente no pais.

1.1. Colinesterases

Existem dois tipos de colinesterases: acetilcolinesterase ou colinesterase verdadeira,
existente nas hemacias, no tecido nervoso e nos musculos estriados, sendo esta a de maior
importancia na hidrélise da acetilcolina; e a pseudocolinesterase ou butirilcolinesterase,
presente em quase todos os tecidos, principalmente no figado, no plasma, pancreas e no

intestino delgado e em menor concentraco no sistema nervoso central e periférico.®
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A butirilcolinesterase (BuChE) € inibida antes da acetilcolinesterase, sendo, portanto,
indicador biolégico da exposicdo a inseticidas organofosforados.9 A BuChE € uma
glicoproteina tetramérica de subunidades idénticas tem identidade de seqiiéncia com 53% de
acetilcolinesterase.”

A BuChE € de grande importancia farmacoldgica e toxicoldgica, hidrolisa ésteres,
que contém compostos, como a cocaina e succinilcolina.’

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel pela hidrélise da acetilcolina.
Esta se encontra presente nas sinapses (terminag¢des nervosas), servindo como mediadora
quimica da transmissdo de impulsos nervosos através de fibras pré-ganglionares

parassimpéticas e pés-ganglionares simpéticas.®

A colinesterase sangiiinea hidrolisa a acetilcolina quase instantaneamente,
inativando-a, a medida que ela vai sendo sintetizada. Essa reacdo quimica (Figura 1) da

origem a colina e ao 4cido acético, ambos inofensivos para organismo em baixas

~ 1
concentracoes. 0

neurénio

o pré -sinaptico

‘; _acetilcolina \
vesicula .".
~ \

sinaptica |

N
~
colina
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acetato - ' satagitica
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- - neurdénio
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ACh

Figura 1. Ciclo Metabdlico da acetilcolina. (modificado de Remiao, 2010)”
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A = acetato, Ch = colina, CoA = coenzima-A, ACh = acetilcolina.

De acordo com estudos realizados'> sobre o mecanismo de acdo da enzima
(acetilcolinesterase) e da acetilcolina, concluiu-se que existem duas regides ativas na
superficie da enzima; um centro esterdsico contendo um grupo hidroxila do aminodcido
serina, um grupo hidroxila da tirosina e um grupo bdsico (nitrogénio imidazdlico do
aminodcido histidina) e um centro anidnico contendo, provavelmente, a carboxila dos dcidos
glutdmicos ou aspérticos.

Quando a acetilcolina sofre hidrélise (Figura 2) o centro anidnico da
acetilcolinesterase atrai o nitrogénio quaterndrio positivo da molécula de acetilcolina,
fixando o substrato para que o centro esterdsico possa exercer sua acao hidrolitica. Ocorre
entdo a interacdo enzima-substrato por meio de forgas eletrostaticas, interacdes dipolo-
dipolo, hidrofébicas, hidrogénio e forcas de Van der Waals.'? Posteriormente, ocorre a
liberacdo da colina, seguida da inclusdo de uma molécula de 4gua no complexo, liberando o

2 . 2 . s . . 1
acido acético e a enzima regenerada, em altissima velocidade. 3

acetilcolina Colina Ac. acético

/ \ / 0 \

0" . I

N o N _ow 7 H20 N
/]\1 N \?\ i’ /N+ C\ 4:7 / OH
A TV AR

Sitio Sitio . .
P Enzima acetilada
anionico esterasico

Figura 2. Hidrélise da acetilcolina.'”

Certas substincias tém a propriedade de inibir estas enzimas como os carbamatos,
organofosforados, entre outros, que tanto inibem a colinesterase plasmdtica como a
eritrocitdria.’

Farmacos como a fisostigmina e neostigmina sdo inibidores potenciais da
acetilcolinesterase, estes compostos possuem uma ligacdo carbamil-éster que facilmente

© 14712 2 . . . 14
sofrem hidrélises, porém num processo mais lento que no caso da acetilcolina.
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1.2. Anticolinesterasicos

Os anticolinesterdasicos constituem um grupo importante de farmacos (Esquema 1),
tendo larga utilizagdo em hospitais. O seu uso iniciou-se em 1887 no tratamento de
glaucoma por Laqueur, que utilizou a fisostigmina, isolada do feijdo calabar (Physostigmina
venenosum Balfour), e durante mais de cem anos teve aplicacdo restrita aos casos de
glaucoma, de myasthenia gravis e de doencas do trato gastrointestinal.14

Tendo-se em vista a ampla distribuicdo dos neurdnios colinérgicos, ndo ¢é
surpreendente que os agentes anticolinesterdsicos tenham extensa aplicacdo como agentes

- o , - 15
toxicos na forma de inseticidas agricolas e armas quimicas como “gases dos nervos”.

CH, /CHs
0 —C—N—CH N
T ¢ (H3C)aN 0—c—N
I} [
N N °
CHg CH3 . P
Fisostigmina Neostigmina
H,C /CHa
+
HeGa H4C

OH ~N O—C—N
el o

Edrof 6nio Piridostigmina

(HSC)J\I 0—C—N—(CH,)g —N—Cc—o0 ﬁ(CHg);
\@ i i j@/
o CHg CH3 O

Demecario

cl C,Hg CoHs cl

GH — N'— GH ,CH — N— C — C—N — CH ,CH ,—N—CH,

I [ T
o o

C,Hg H H CoHs

Ambenénio

. . L. .. .. 14
Esquema 1. Agentes anticolinesterdsicos "reversiveis" empregados clinicamente.
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Os carbamatos (Fisostigmina, Neostigmina, Piridostigmina) sdo utilizados no
controle e combate a pragas, como: acaricidas, nematicidas e fungicidas. Sdo ainda
utilizados no controle de parasitas em fruticultura, horticultura, em graos armazenados e na
satide publica. A exposi¢do a estes compostos € um problema que pode atingir boa parte da
sociedade, desde grupos mais expostos (operdrios, formuladores, aplicadores), até a
populacdo em geral, pelo uso doméstico destes produtos, pelo uso inadequado ou pelo
consumo de alimentos contaminados."’

Estes compostos podem entrar no organismo através de inalacdo, ingestdo e
absor¢do percutidnea. As vias respiratérias e cutaneas sdo as principais nas exposicoes
industriais, na fabricacdo, durante a sua formulagdo, aplicacdo agricola ou no controle de
vetores. "

Ha diferencas nas taxas de absor¢do entre os vdrios tipos de compostos, mas todos
podem levar a quadros de intoxicacdo. Apds absorvidos, os carbamatos sdo rapidamente
distribuidos por todos os tecidos. As maximas concentracdes sd@o encontradas no figado e
rins. Os compostos mais lipofilicos podem alcancar concentragdes significativas no tecido
nervoso.'® O uso abusivo de agrotoxicos deu origem a criagdo de centros de controle de
intoxicagdes, que utilizam rotineiramente salicilato de eserina na dosagem da atividade da
acetilcolinesterase.

O maior interesse na busca de novos anticolinesterdsicos se deve as descobertas da
atividade desses farmacos no tratamento da doenga de Parkinson e do mal de Alzheimer."”

A Rivastigmina por exemplo, € um carbamato inibidor da AChE, que promove o
aumento da concentracdo de ACh nas sinapses colinérgicas do SNC. Esse farmaco € usado
no tratamento de pacientes com doenca de Alzheirmer (DA) em mais de 70 paises
incluindo o Brasil."®

A DA tem assumido proporcdes avassaladoras, sendo responsavel pelo obito de
uma em cada quatro pessoas idosas nos EUA. No Brasil esta patologia cresceu quase seis
vezes na ultima década. Um levantamento feito pela Academia Brasileira de Neurologia

(ABN) mostrou que, de 1999 a 2008, o nimero de vitimas no pais saltou 486%, de 1.343
para 7.882.
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Assim, inimeros autores tém procurado utilizar nesses tratamentos 0s
.. L. .. . . 19,2
anticolinesterdsicos ja conhecidos em estudos clinicos, %20 bem como os compostos

. . . . .1 . . . 1. 21 . . )
sintetizados (p. ex. rivastigmina 8 indanona-benzilpiperidinas® e 8-carbafisostigmina™).

Estudos de derivados do precursor do metilsulfato de neostigmina [Figura 3, com

23-28

diferentes substituintes] realizados em nosso laboratério™ " tém demonstrado que a simples

presenca de um substituinte € suficiente para afetar significativamente algumas

. .. .. s 29
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas desses compostos.

N(CHj)z

X= H, Cl, Br, I, Me, OMe, C(O)CH,4 e NO,

Figura 3. Derivados do Precursor da Neostigmina.

Estudos sobre farmacos colinomiméticos indicam que a geometria molecular
desempenha um papel importante na atividade biolégica desses compostos (Esquema 2).*°
Relagdes do tipo “QSAR” demonstraram a importancia dos efeitos estéreo-eletronicos na
atividade biol(’)gica30 e analisam a importincia da conformacdo e da geometria

31,32 Y ‘o . ~ .
no caso de anticolinesterasicos (Esquema 2). Modelos de interagdo enzima-

molecular
farmaco, no caso da acetilcolinesterase, foram propostos com base em estudos
fisiol6gicos.”  Outros  anticolinesterdsicos, —compostos organofosforados, foram

(. 34
recentemente estudados em nosso laboratorio.
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Esquema 2. Geometria de alguns agentes colinomiméticos.*®

1.3. Receptores da Acetilcolina

A acetilcolina ativa dois tipos de receptores: muscarinicos € nicotinicos. Os
muscarinicos encontram-se em todas as células efetoras estimuladas pelos neurdnios pds-
ganglionares. Os nicotinicos encontram-se nas membranas dos neurdnios pds-ganglionares
simpéticos e parassimpaticos € nas membranas das fibras musculares esqueléticas. O
conhecimento destes dois tipos diferentes de receptores tem particular importancia porque
drogas especificas sdo frequentementes usadas na pratica médica, estimulando ou

bloqueando um desses dois tipos de receptores.™
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1.4. Farmacos

Os agentes anticolinesterdsicos podem produzir potencialmente os seguintes efeitos: agcdes
colinomiméticas do tipo muscarinico nos 6rgdos efetores autdbnomos; estimulacdo seguida
de depressdo ou paralisia, de todos os ganglios autdnomos e musculos esqueléticos (acao

nicotinica); estimulacdo com depressdao subsequente, de centros colinoceptivos no sistema

35
nervoso central.

1.4.1.Piridostigmina

-

E um agente colinérgico indireto (anticolinesterdsico), possuindo aplicacdo
teraputica em doencas como glaucoma, retencdo urindria € myastenia gravis.36 No
entanto, ndo existem estudos recentes na literatura sobre suas propriedades fisico-quimicas,
e principalmente sobre suas propriedades espectroscopicas, € menos sobre seus derivados.

Entretanto, a importancia dos efeitos estéreo-eletronicos na interacdo enzima-
substrato no caso da acetilcolinesterase, indica a necessidade do estudo de derivados

apropriados da piridostigmina (Figura 4).

Y
\N o)

Figura 4. Estrutura quimica da piridostigmina.

1.4.2. Edrofonio

E um medicamento que atua como inibidor da colinesterase. Aproveitando seu curto
tempo de acdo (aproximadamente 10 minutos), o edrofénio é muito utilizado para o
diagndstico de debilidade muscular em pessoas com miastenia gravis e para distinguir de

. .o, . 37 . . . . ~ , .
uma crise colinérgica.”” Na miastenia gravis, o paciente ndo ¢é capaz de produzir
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estimulagdo suficiente dos receptores nicotinicos, assim, o edrofénio permitird que a

- . . .. . J 7
concentracdo de acetilcolina torne-se suficiente para reduzir a debilidade muscular.’

OH

I

Figura 5. Estrutura quimica do edrof6nio.

1.5. Calculos Teoricos

Estudos cldssicos de relagdo estrutura-atividade (QSAR) exigiam a sintese de
diversos andlogos e a realizacdo de sucessivos testes de atividade bioldgica. Apds décadas
de investigacdes de QSAR, foi possivel estabelecer algumas generalizacdes sobre a
influéncia de mudancas estruturais especificas nos efeitos biolégicos, incluindo o tamanho
e formato da cadeia carbOnica, a natureza e o grau de substituicdo e a estereoquimica dos

COl’IlpOStOS.38

A disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de dados
em rede sdo, atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e planejamento de
farmacos. Estas informagdes permitem uma analise rdpida da atividade bioldgica versus

. o L - < . 39
propriedades fisico-quimicas de uma série de moléculas de interesse.

Os modelos estruturais facilitam o entendimento e a visualizagdo de estruturas
moleculares. Atualmente existem diversos programas que servem para este propdsito. A
quimica computacional simula estruturas e reacdes quimicas numericamente, baseando-se

. L. 40
nas leis da fisica.

Célculos computacionais realizados para uma molécula simples, podem fornecer
informacdes sobre a geometria mais estavel, comprimentos de ligacdo e angulos diedros.
Barreiras de rotacdo interna sobre uma ligacdo simples, freqiiéncias vibracionais,
distribuicao eletronica, potenciais de ionizacdo, afinidades eletronicas, momentos de
dipolo, constantes de acoplamento, dentre outras.*’
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Os cdlculos computacionais se subdividlem em varios métodos, cdlculos semi-
empiricos, ab initio, e os célculos baseados na teoria do funcional de densidade (TFD). A
TFD vem recentemente se tornando muito popular, pois inclui alguns efeitos de correlagdao
eletrbnica com um custo computacional muito menor que os métodos ab initio

correlacionados tais como MP2 e CC.*!

Uma metodologia em cdlculos computacionais, que vem sendo amplamente
empregada e com grande sucesso € a investigacdo dos orbitais naturais de ligagﬁo,“ 0s
quais podem fornecer dados importantes a respeito dos efeitos eletronicos envolvidos em
um sistema molecular. Os NBOs s@o orbitais localizados na molécula, ou seja, orbitais
existentes entre determinadas ligacdes diferentemente dos orbitais moleculares, os quais se
estendem por toda a molécula. A andlise dos dados fornecidos pelos célculos de NBO ¢é
centrada no carater doador-receptor existente entre os diversos tipos de orbitais: sigma
ligante (o), sigma anti-ligante (o), pi ligante (1), pi anti-ligante (1), pares de elétrons
livres (NL), além de outros de menor importancia tais como os orbitais de Rydberg (RY) e

. , .. V')
os orbitais que envolvem elétrons mais internos (CR).

Outra metodologia em cédlculos computacionais sdo os mapas de potencial
eletrostético, através destes é possivel racionalizar tendéncias em estruturas moleculares,

estabilidade, reatividade quimica e seletividade.*’

Os mapas de potencial mostram claramente o efeito do grupo doador e do grupo
retirador de densidade eletronica nos anéis benzénico, por exemplo. Estes constituem a
mais comum e mais importante ferramenta dentre os modelos graficos (mapas de LUMO,

de potencial de ionizacdo, potencial de polarizacio, dentre outros).*

E importante enfatizar que o potencial eletrostdtico é uma propriedade fisica real, e
observavel, o qual pode ser determinado experimentalmente, por técnicas de difracdo de

. 44 . .
raios X, assim como computa010nalmente.
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1.6. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN € a mais poderosa técnica espectroscopica no estudo de aspectos estruturais
e dindmicos de moléculas organicas em solu¢do. Uma técnica que pode ser usada para
estudar as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas da matéria. Embora as propriedades
quimicas de um atomo dependam da estrutura de seus elétrons, as propriedades fisicas
dependem do seu ntcleo, que é responsavel por quase a totalidade da massa do 4tomo.**

A técnica de RMN se aplica ao estudo de nicleos com momento angular de spin
nuclear ndo nulo. Estes nicleos se comportam como pequenos imas. A aplicacdo de um
campo magnético, afeta a populacdo dos niveis de energia que surgem com a aplicagdo do
campo magnético. O campo magnético induz uma rede de magnetizacdo na direcdo do
campo magnético, sendo a magnetizacdo macroscépica detectada em RMN.

O principio da espectroscopia de RMN é observar a magnetizacdo macroscopica e
as freqiiéncias a ela associada para cada niicleo que compde a rede de magnetizacio, essa
observacdo s6 € possivel com a aplicacdo de pulso de radiofreqiiéncia o que possibilita a
manipulacdo da orientacdo da rede de magnetizacdo macroscopica em relacdo a orientacao
do campo magnético. A freqiiéncia de ressondncia de cada nicleo de hidrogénio, por
exemplo, presente na amostra depende do ambiente quimico, ou seja depende da densidade
eletronica ao redor de cada hidrogénio que compde a molécula em estudo, sendo que cada
hidrogénio quimicamente ndo equivalente vai apresentar uma freqiiéncia no espectros de
RMN.*

Embora uma variedade de mais de 300 diferentes tipos de nicleos possuam
momento angular, apenas um seleto grupo tem utilidade em RMN. Dentre esses: 'H, C,
ISN, 31P, 19F, pois apresentam nimero de Spin (I) = 1547

De todos os dtomos, o Hidrogénio é o mais simples, pois ele possui apenas um
préton. Ele € o mais importante dtomo para a RMN, sobretudo em humanos, ele
corresponde a mais de dois tercos do nimero de dtomos encontrados em nosso corpo. Além
de sua abundancia nos sistemas bioldgicos, 99.98 % dos nticleos de hidrogénio presentes
numa molécula sao magnéticos (I = %2), sendo estes passiveis de serem observados na

RMN, o que o torna extremamente sensivel (5,87 x 10° )a RMN.#
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Sao comuns os experimentos de RMN em uma dimensao (1D) de 'H, °C e DEPT
de um determinado composto, mesmo que estas duas dltimas exijam um tempo de medida
muito grande devido a baixa sensibilidade inerente do nicleo de *C (mil vezes menor que
a sensibilidade do "H). A parte das possiveis dificuldades experimentais, estd comprovado,
através dos anos, que os dados de deslocamentos quimicos de BC sdo importantes

P 49-54
ferramentas em uma determinagdo estrutural. 93

1.6.1. RMN em Duas Dimensodes (RMN 2D)

Proposto inicialmente por Jeener, a técnica de RMN em duas dimensdes (2D),
Iy 1 1yp 13~ 49-55
podendo ser homo ("H, H) ou heteronucleares (' H, “C).

As técnicas 2D permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos que possuam
alguma relagdo escalar ("Jyu, "Jen, Jec Y430 ou espacial (H,H- ou H,C-NOE)**!53antre
si. Desta forma € possivel fazer um mapeamento estrutural mais preciso do que utilizando
somente as técnicas 1D e dados de possiveis compostos similares da literatura,

principalmente na anélise de estruturas mais complexas.

As técnicas de RMN 2D utilizadas neste trabalho sao: COSY, HSQC e HMBC.

COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy) — com esta técnica pode-se estabelecer
as correlacdes entre os hidrogénios que estio acoplados por *“Jiy (acoplamentos geminais
e vicinais, mensurdveis no espectro 1D) e assim discernir a multiplicidade dos sinais
observados no espectro de RMN g6

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) — possivel detectar niicleos pouco
sensiveis (ex.: °C), de forma indireta, através da troca de informacdes (transferéncia de
magnetizacio) entre o niicleo pouco sensivel ('>C e/ou °’N) e um nicleo mais sensivel ('H,
PF e/ou *'P), sendo que a deteccdo € feita na freqiiéncia do nucleo mais sensivel o qual
possui as informagdes do nicleo menos sensivel que foram transferidas para ele.”®

HMBC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) — esta sequéncia € otimizada

e A . . AL 2
para acoplamentos a longa distancia, entre hidrogénio e carbono (“Jcy, 3en, € algumas
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vezes 4JCH). Também € muito 1til na detec¢do indireta de carbonos quaterndrios. Esta

s . . . J 21 . . 1 7
técnica € muito utilizada para andlise de carboidratos e proteinas, e em RMN de °N.°

1.7. Método de Ellman

Viérios métodos tém sido desenvolvidos (eletrometria, pH-stat, radiometria e
colorimetria) proporcionando ensaios sensiveis e especificos para a determinacdo da
atividade da AChE em toxicologia clinica e experimental. No entanto, o uso rotineiro
desses procedimentos € muitas vezes dificultado pela laboriosa preparacdao da amostra,
tempo de medi¢do de comprimento, especificidade insuficiente de substratos e distirbios
pela matriz da amostra.”®

O método espectrofotométrico de Ellman é geralmente preferido pelos profissionais
de satde.”

O principio do método baseia-se na hidrdlise de um substrato éster da tiocolina
(acetilcolina) pela enzima presente no plasma, ou nos eritrocitos, liberando tiocolina. Esta,
ao reagir com o dcido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB), produz um composto colorido
que absorve luz em 412 nm. Trata-se de um método rdpido e sensivel, que pode ser
realizado com seguranca nas fragdes do sangue.59

Como amostras, utilizam-se rotineiramente plasma, soro, eritrocitos e sangue total,
sendo que a medida € realizada em fun¢do da presenca do 4dcido formado, da tiocolina e da
colina como produtos da reagdo.”

Este método ndo necessita de temperatura controlada, apresenta tamponamento de
fosfato (pH 8,0) e apresenta uma relacdo direta entre atividade enzimdtica e a leitura
espectrofotométrica, ou seja, o aumento da absorvancia € diretamente proporcional a

atividade da enzima, de acordo com a lei de Lambert-Beer. ok
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Sintetizar novos compostos com potencial atividade anticolinesterdsica, derivados
da Piridostigmina (brometo de N,N-dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio - VIIA), com
substituintes no carbono 5 do anel piridinico: fenila, p-metoxifenila, p-nitrofenila, p-
clorofenila, e derivado do Edrofonio (brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-

fenilpiridinio — VB, e estudar suas propriedades fisicos-quimicas e bioldgicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as propriedades fisico-quimicas (dados de deslocamento quimico, ponto de
fusdo, andlise elementar) e espectroscopicas (Infravermelho, RMN 1D - '"Hede PCe
RMN 2D — gHSQC e gHMBC) de todos os intermediarios e dos produtos finais.

Realizar célculos de orbitais moleculares, para a determinac¢do das densidades de
carga.

Investigar a atividade anticolinesterédsica do derivado do Edrofonio pelo Método de

Ellman.
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MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sinteses

Para a sintese dos compostos seguimos a rota proposta no Esquema 3, a partir dos
sais de amodnio quaterndrios ciclicos seguimos dois caminhos: A, para obtencdo dos
derivados da piridostigmina e B para obten¢@o do derivado do edrofénio.

Para a primeira etapa utilizamos dimetilaminoacetona I e acetofenonas p-
substituidas II, para a obten¢do dos intermedidrios, brometos de fenacila p-substituidos III
(sais de amOnio quaterndrios), e dos reagentes para a ciclizacio desses sais para se obter 0s
compostos IV (sais quaternérios ciclicos), cuja aromatizacao conduz aos sais de piridinio

VA.
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Esquema 3. Sintese dos derivados da piridostigmina e do edrofonio.

3.1.1 Sinteses dos intermediarios comuns as duas rotas

¢ Brometos de N-acetonil-N,N-dimetil-NV-fenacilamoénio p-substituidos (IIT)
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As reacdes seguem o mecanismo de Sn2 alifatica onde a dimetilaminoacetona atua como
nucledfilo neutro (Esquema 4).

Em um baldo de 50 mL de 1 boca, equipado com agitador magnético, foram adicionados
1,00 g (0,01 mol) de dimetilaminoacetona (Aldrich), cerca de 2,00 g (0,01 mol) dos
respectivos brometos de fenacila e 10 mL de éter etilico (Tedia) anidro. A adi¢do foi
realizada a 0° C, e a reagdo mantida sob agitacdo constante por 7 horas a temperatura
ambiente. Os produtos foram recristalizados em meio de etanol-éter etilico (Synth-Tedia),
filtrado e os solventes evaporados em rotaevaporador. Obtendo para o composto sem
substituinte 2,86 g (0,009 mol) de um sélido branco com rendimento de 95%; para o
composto de substituinte-NO, 1,23 g (0,004 mol) de um sélido amarelo com rendimento de
50%; para o substituinte-OMe 1,83 g (0,006 mol) de um sélido amarelado com rendimento
de 70%, e para o substituinte-Cl 1,28 g (0,004 mol) de um sélido amarelo intenso com
rendimento de 50%. Os resultados obtidos estdo descritos nas Tabelas 2 e 3.

Q e 0 ‘ o)
i " e N\)k
N

Et,0

Esquema 4. Mecanismo de reacdo para obten¢do dos Brometos de N-acetonil-N,N-dimetil-

N-fenacilamo6nio p-substituidos III.

e Brometos de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-o0xo0-5-fenilpiridinio p-substituidos IV.
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O mecanismo desta reacdo € semelhante a uma condensagdo alddlica intramolecular,
uma vez que o carbono metilico o a carbonila alifatica do brometo liga-se ao carbono

vizinho ao anel aromatico, formando um anel de seis membros.

(0] | (0]
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-C
-10°C / |
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OH
Ph Ph C\V Ph A
N N N
N /N N

HBr 48% Z
—_—

+

N
7\
Esquema 5. Obtencdo dos brometos 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-ox0-5-fenilpiridinio p-
substituidos IV.

Em um baldao de 50 mL de 1 boca, equipado com agitador magnético, foram adicionados
cerca de 3,00 g (0,01 mol) dos brometos de N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamoénio p-
substituidos e 1 mL de solucdo de NaOH (Vetec) (2 mol L']), a reacdo foi mantida sob
agitacdo constante durante 24 horas a -10° C. Apds tempo reacional, neutralizou-se com 0,5
mL de HBr (Ecibra) 48%, controlando o pH com papel indicador, observando a formacao
de um precipitado. Os produtos foram recristalizados em meio de etanol-éter etilico,
filtrados e os solventes evaporados em rotaevaporador. Obtendo para o composto sem

substituinte 1,83 g (0,006 mol) de um sélido branco com rendimento de 65%, para o
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substituinte-OMe 1,73 g (0,006 mol) de um sélido amarelado com rendimento de 61%,
para o substituinte-NO; 0,71 g (0,002 mol) de um s6lido marrom com rendimento de 25% e
para o substituinte-Cl 1,42 g (0,004 mol) de um sélido amarelo com rendimento de 50%.
Os resultados obtidos estdo descritos nas Tabelas 5 e 6. Foram realizados experimentos de

RMN 2D, com a finalidade de atribuir corretamente todos os sinais (Tabela 7).

3.1.2.Sinteses dos derivados da piridostigminas - rota A

¢ Brometos de 3-hidréxi-N-metil-5-fenilpiridinio p-substituidos VA

Em um baldo de 125 mL de 3 bocas, equipado com agitador magnético, funil de adi¢ao
e condensador de refluxo, foram adicionados 0,24 g (0,001 mol) do brometo de 2,6-
tetrahidro-N,N-dimetil-3-ox0-5-fenilpiridinio solubilizado em 10 mL de metanol (Synth),
0,5 mL de Br; (Aldrich) e 0,30 g perbrometo de piridinio (Aldrich) (0,001 mol), a reacdo foi
mantida sob agitacdo constante por 30 min., a 0°C. Apds tempo reacional o solvente foi
evaporado em rotaevaporador, e o s6lido obtido foi aquecido a 200-205° C por 15 min.
Apb6s esfriar, adicionou-se 2 mL de metanol e aqueceu-se até solubilizar todo o residuo. O
produto foi extraido com éter etilico (3 x 20 mL), a fase orgénica foi seca com sulfato de
magnésio (Synth) anidro e o solvente evaporado em rotaevaporador. Obtendo 0,21 g (0,7
mmol) de um sélido pastoso marrom escuro com 91% de rendimento, porém o composto

encontra-se impuro.
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Esta reacdo foi realizada apenas com o composto sem substituinte. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 8.

¢ Brometo de N-metil-3-6xido-5-fenilpiridinio p-substituidos VIA

Em uma coluna cromatografica, contendo 20,0 g de resina de troca-idnica Amberlite
IRA-400 (Aldrich), previamente tratada com 100 mL de uma solu¢do de NaOH 10%,
adicionamos 0,5 g (0,002 mol) do brometo de 3-hidr6xi-N-metil-5-fenilpiridinio e como
eluente utilizamos uma mistura contendo 700 mL de H,O e 250 mL de etanol, adicionamos
a mistura eluente até que o pH medido com papel indicador, fosse basico.

O solvente foi evaporado em evaporador rotatério, e o produto obtido foi recristalizado
em meio de cloroférmio-éter etilico (Synth-Tedia). Obtendo 0,075 g (0,3 mmol) de um
s6lido marrom com rendimento de 15%, impuro.

Esta reacdo foi realizada apenas com o composto nao substituido. Dados de RMN estao

apresentados na Tabela 9.

¢ Brometo de N,N-dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio p-substituidos VIIA

Em um baldo de 125 mL de 3 bocas, equipado com agitador magnético, funil de adigao,
condendador de refluxo, atmosfera de nitrogénio (N;), adicionamos 0,5 g (0,0015 mol) do
N-metil-3-6xido-5-fenilpiridinio solubilizado em 3,0 mL de tetraidrofurano (Fisher
Scientific), e 0,16 g (0,0015 mol) do cloreto de dimetilcarbamoila (Aldrich), a reagdo foi
mantida sob agitacdo constante, a 80° C por 8h. O produto final foi extraido com éter etilico

e solucdo saturada de bicarbonato de sodio (Synth) gelada, a fase organica foi seca com
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sulfato de magnésio anidro e o solvente evaporado em rotaevaporador. Obtendo 0,25 g (0,7
mmol) de um sélido marrom com rendimento de 40%, impuro.
Esta reacdo foi realizada apenas com o composto ndo substituido. Dados de RMN estao

apresentados na Tabela 10.

3.1.3.Sinteses dos derivados do Edrofonio - rota B

e Brometo de 2,6-tetraidro-VN,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio p-substituido
VB.

Em um baldo de 125 mL de 3 bocas, equipado com agitador magnético, funil de adi¢do,
condendador de refluxo, adicionamos 0,2 g (0,7 mmol) do brometo de 2,6-tetraidro-N,N-
dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio solubilizado em 8 mL de metanol. Lentamente adicionou-se
0,1g ( 0,002 mol) de NaBH4 (Acros), a reacao foi mantida sob agitacdo constante, por 30
min. a temperatura ambiente.

Ap6s tempo reacional adicionou-se 2 mL de H,O e deixou-se reagir por 30 min a 90°C.
Desligou-se o aquecimento, e deixou-se reagir por 20 h a temperatura ambiente. Apds
tempo reacional adicionou-se gotas de HCI (Ecibra) ( aproximadamente 0,5 mL) até que
nao houvesse mais desprendimento de gases. O produto reacional foi recristalizado em
meio de etanol-éter, filtrado, e o solvente evaporado em rotaevaporador.

Obtendo 0,16 g (0,5 mmol) de um sélido branco com rendimento de 80%. Esta reacdo
foi realizada apenas com o composto ndo substituido e os resultados e dados de RMN estdo

apresentados nas Tabelas 11e 12.
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3.2. Instrumentacao

3.2.1.Instrumentacao geral

Para todos os compostos sintetizados com alto grau de pureza foi realizada andlise
elementar no aparellho Perkin-Elmer 2400 CHN.
As medidas de ponto de fusdo foram determinadas em nosso laboratério no aparelho

da Thomas/Scientific.

3.2.2. Espectrometria de IV

Os experimentos de Infravermelho foram obtidos no equipamento FTIR marca
Shimadzu modelo IRPrestige-21, com software IRsolution para controle do equipamento

em pastilhas de KBr.

Parametros de aquisi¢do:

Fonte de radiacdo de alta intensidade, composto por bloco ceramico refrigerado a ar.
Modo de medig¢do: absorbancia

Numero de scans: 32

Resolugdo: 4 cm™

Faixa comprimento de onda: 400-4000 cm™

3.2.3.Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN 1D foram realizados no equipamento Bruker 250 MHz
operando em 250,13 MHz para 'He 62,90 MHz para Bc.
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Para os RMN 2D utilizou-se equipamentos Bruker 300 MHz operando em 300,1 MHz para
'H e 75,4 MHz para 13C e Bruker 400 MHz operando em 400,13 MHz para 'H e 100,61

1 A e~ ~ .
MHz para 3C. Os parametros de aquisi¢ao estdo descritos nos espectros em anexo.

3.2.4. Método de Ellman modificado >

Os ensaios enzimdticos foram realizados nos laboratérios do Centro de Controle de
Intoxicacdes (CCI — HC da FCM-UNICAMP), através do método de Ellman. Os
Equipamentos utilizados foram: Balanca analitica; Espectrofotometro; pHmetro. Os
reagentes utilizados foram: NaCl 0,01 mol/L (Merck); Na,HPO4 0,03 mol/L (Synth);
KH,PO4 0,002 mol/LL (Merck); NaOH 0,1 mol/L (Ecibra); HCI 0,1 mol/L. (Merck); Iodeto
de propioniltiocolina 0,005 mol/L (Sigma); Salicilato de eserina 0,0005 mol/L (Sigma); L-
cisteina 0,0004 mol/L (Riedel); DTNB 0,0025 mol/L (Sigma).

3.2.5.Procedimento do Método de Ellman modificado

A amostra utilizada foi sangue total coletado a qualquer hora do dia sem
necessidade de preparacdo especial do paciente. A coleta foi feita em tubo ou seringa
heparinizado, com volume médio de 1,0 mL. A amostra foi acondicionada em temperatura
de 2 a 8°C, estdvel por no maximo 48 horas.

Antes de avaliar as amostras de pacientes € necessdrio fazer uma curva de
calibracdo, que devido aos reagentes utilizados, tem durabilidade de 24h.

Para a Curva de Calibragdo preparam-se os calibradores em tubo de ensaio
conforme a tabela 1, pipetando primeiro o tampao DTNB e a dgua destilada e por ultimo a
solucdo de L-cistéina, pois esta se decompde rapidamente. Efetuam-se imediatamente as
leituras das absorvancias em espectrofotometro contra dgua destilada, em comprimento de
onda de 420 nm. E finalmente, calcula-se a equacdo da reta e o coeficiente de determinacao

através do software EXCEL. A curva de calibragdo serd aceita se o coeficiente de
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correlagdo (r*) for maior ou igual a 0,98.
As limitacoes e/ou interferentes do teste sdo: sangue hemolisado ou coagulado, e

sangue coletado com outros anticoagulantes que ndo a heparina.

Tabela 1. Diluicao da curva de calibracgao.

Conc. Sol. L-cisteina  Agua destil.  Tampdo DTNB
(uMoles/mL) (uL) (uL) (uL)
0 - 500 2.000
0,08 100 400 2.000
0,16 200 300 2.000
0,24 300 200 2.000
0,32 400 100 2.000
0,40 500 - 2.000

s I

1

0.0 - un

Absorbancia

T T T T T T T T T
Q.0 a1 0.z Q.3 0.4

Concentracao L-cisteina

Grafico 1. Curva de calibragdo
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Procedimento Padrio:

- Identificar 4 tubos para cada amostra: T, TB, P e PB;

- Adicionar 20 mL da solu¢do de DTNB em erlenmeyer de 125 mL;

- Adicionar 20 uL de sangue total, homogeinizar e pipetar 4 mL nos tubos T e TB;

- Centrifugar o restante a 3000 rpm por 5 minutos;

- Pipetar 4 mL do sobrenadante nos tubos P e PB;

- Adicionar 50 pL da solucdo de salicilato de eserina nos tubos PB e TB e homogeinizar.

- Pré-incubar colocando os tubos em banho de dgua a 30°C por 5 min.;

- Adicionar 1 mL da solu¢do de substrato em todos os tubos e incubar a 30°C por 10
minutos;

- Adicionar 50 pL da solugdo de salicilato de eserina nos tubos P e T;

- Centrifugar os tubos T e TB por 5 minutos a 3000 rpm;

- Medir as absorvancias dos tubos PB e P e dos sobrenadantes dos tubos T e TB no

espectrofotometro em 405 nm contra dgua destilada.

Procedimento para avaliar atividade colinesterasica do composto em estudo:

- Identificar 6 tubos para cada amostra: T, TB, P, PB, Tcomp e Pcomp.

- Adicionar 20 mL da solu¢do de DTNB em erlenmeyer de 125 mL;

- Adicionar 20 puL de sangue total, homogeinizar e pipetar 4 mL nos tubos T, TB e Tcomp.;
- Centrifugar o restante a 3000 rpm por 5 minutos;

- Pipetar 4 mL do sobrenadante nos tubos P, PB e Pcomp.;

- Adicionar 50 pL da solucdo de salicilato de eserina nos tubos PB e TB e 50 uL do
composto em teste nos tubos Pcomp e Tcomp e homogeinizar.

- Pré-incubar colocando os tubos em banho de dgua a 30°C por 10 min.;

- Adicionar 1 mL da solucdo de substrato em todos os tubos e incubar a 30°C por 10
minutos;

- Adicionar 50 puL da solugao de salicilato de eserina nos tubos P, T, Pcomp e Tcomp.;
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- Centrifugar os tubos T, TB e Tcomp. por 5 minutos a 3000 rpm;
- Medir as absorvancias de todos os tubos no espectrofotdmetro em 405 nm contra dgua

destilada.

Calculos

- Subtrair os respectivos brancos TB e PB das leituras de absorvancias dos tubos T e P.

- Calcular a concentragdo do substrato hidrolisado através da equagdo da reta.

- Converter a concentracdo do substrato hidrolisado em atividade enzimdtica (Ul/mL)

multiplicando por 25.

UIl/mL = C (umoles / mL) x 1000 /4 mL x 10 min = C (umoles / mL) x 25
Atividade ChE FEritrocitdria = Atividade ChE total - Atividade ChE plasmatica.

59



60



ASPECTOS COMPUTACIONAIS
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4. Aspectos Computacionais

O laboratério dispde de micro-computadores, com alto desempenho na realizacao de
célculos tedricos equipados com o programa Gaussian03. Detalhes de nossa utilizagdao
desses cdlculos se encontram em publicagcdes recentes.**®!

Os estudos tedricos foram realizados apenas para os compostos finais, ou seja, para os
brometos de N,N-dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio p-substituidos VIIA e para os
Brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio VB e Brometo de 2.4,6-
hexaidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio VIB.

Realizou-se cdlculos tedricos incluindo a constru¢do de superficies de energia potencial
(SCAN em B3LYP/6-31G) em relagdo ao movimento dos substituintes, as otimizagdes

(B3LYP/6-311+G(d,p)) de geometria para se determinar as preferéncias conformacionais e

os mapas de potenciais ( HF/6-31 G ).
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RESULTADOS E DISCUSSOES
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sinteses dos intermediarios comuns as duas rotas

¢ Brometos de N-acetonil-N,N-dimetil-V-fenacilamonio p-substituidos I1I

Nesta etapa cuidamos apenas para que ndao houvesse nenhum residuo de dgua ou
solventes proticos, pois estes favoreceriam a formacdo de formas endlicas, conduzindo a
produtos indesejados. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, e os espectros

de RMN de 'H, "°C e Infravermelho estdo em anexos.

Tabela 2. Rendimentos experimentais, propriedades fisicas e andlise elementar para os

brometos de N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamo6nio p-substituidos II1.

Anélise

Substituinte Ponto de Rendimento Férmula Elementar %
Fusao (°C) Médio (%) Molecular Calc.  Exper.
C=52,0 523
H 155-157 95 Ci3H1sNO;Br H=6,00 6,05
N=4,67 4,69
C=50,9 50,5
MeO 159-161 70 C14H20NO3Br H=6,06 6,02
N=4,24 421
C=45,2 454
NO, 162-166 50 Ci3H17N,O4Br H=4,93 5,06
N=8,11 8,25
C=46,6 46,7
Cl 166-171 50 Ci3H17NO,BrCl H=5,08 4,58
N=4,18 3,99
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Tabela 3. Dados de IV ¢ RMN de 'H para os brometos de N-acetonil-N,N-dimetil-N-

fenacilamonio p-substituidos III.

5 o |
.
8

(@]
6 N\)llo\
% | 9 11
12
X1 }

2

I

Infravermelho cm - RMN de 'Hem CDCl; (ppm)

X Veeocne Ve—octoy  H-1 H-2,6 H-35 H-8 H-9 H-11 H-12
H-X
H 1694 1727 764 749 801 557 594 227 379 -
MeO 1677 1739 - 695 801 579 553 228 378 3,87
NO, 1698 1737 - 823 837 565 495 195 352 -
cl 1694 1723 - 749 803 598 555 232 38 -

Tabela 4. Dados de RMN de "“°C para os brometos de N-acetonil-N,N-dimetil-N-

fenacilamonio p-substituidos III.

5 o |
.
8

O
6 N\)IIO\
1 | 9 11
12
X1 }

2

RMN de "°C em CDCls (ppm)
X C- C26 C35 C4 C7 C8 C9 C10 C-11 C12 CX

H 1352 1284 129,2 1339 1914 66,2 69,1 200,2 289 524 -
MeO 1654 1144 131,0 1269 1894 65,8 69,1 2002 28,8 52,5 557
NO, 151,2 124,1 1294 138,7 190,5 66,7 68,8 1999 282 532 -

Cl 1424 129,6 130,0 132,6 1909 66,6 69,5 200,1 29,2 528 -

¢ Brometos de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio p-substituidos IV
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Esta reacdo ocorre quando adicionamos base (NaOH) ao meio reacional, e esta retira o
Ha a carbonila, assim o carbono com carga negativa liga-se ao carbono vizinho ao anel
aromdtico, formando um anel de seis membros, produto mais estavel, o qual desejdvamos.
Este produto sé se formava em baixas temperaturas, portanto, a temperatura durante o
tempo reacional foi cuidadosamente controlada.

Os compostos com substituintes H e Cl reagiram a -10°C, e os com substituintes OMe e
NO; necessitaram de temperaturas menores, -30°C e -50°C, respectivamente.

Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 5,6 € 7, e os espectros de RMN de IH, Bc

e Infravermelho estdo em anexos.

Tabela 5. Rendimentos experimentais propriedades fisicas e andlise elementar para os

brometos de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-o0x0-5-fenilpiridinio p-substituidos I'V.

Anadlise
Substituinte  Ponto de Rendimento Férmula Elementar %
Fusao (°C) Médio (%) Molecular Calcul. Experim.
C=533 54,7
H 198-199 65 CsHNOBr  H=593 530
N=5,18 4,99
C=520 534
198-200

MeO 61 C14H;sNO,Br H = 6,00 5,90
N =4,67 4,70

C =457 47,9

NO, 210215 25 C13H;5N,0;Br H =46 4,90
N =888 8,32

C=473 49,5

cl 215218 50 CHNOBrCl  H=493 4382
N = 4,59 4,72
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Tabela 6. Dados espectroscépicos no infravermelho para os brometos de 2,6-tetraidro-

N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio p-substituidos IV.

2
Substituinte IV (cm '1) V c=0
H 1659
OMe 1650
NO; 1618
Cl 1674

Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e "’C, multiplicidades & (ppm),
correlacdes 'H-'H e 'H-"’C em g-HMBC e g-HSQC para os compostos IV em D,O.
a) X=H, b) X=0Me, c) X=NO,,d) X=Cl.

a)

c "0 8('H)  Multip. gHMBC gHSQC
(ppm) (ppm)

2 61,5 4300H) s H-4,13 H-2

31893 - - H-2,6,13 -

4 121,7  6,73(1H) s H-6 H-4

5 1526 - - H-6,8/12,13 -

6 66,6  4,89(2H) s H-4,13 H-6

7 1332 - - H-4,6,8/12,9/11 -
812 129,5 7,592H) m H-10,9/12  H-8/12
9/11 1269 7492H) m C-10,8/12  H-9/11

10 1325  7,49(1H) s C-8/12,9/11 H-10

13 53,8  3.41(6H) s C-2,6 H-13
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b

)

c &"Cc)  8('H)  Multip gHMBC gHSQC
(ppm) (ppm)
2 66,2  4,32(2H) s H-6,13 H-2
3 189,1 - - H-2.4 -
4 1196  6,78(1H) s H-6 H-4
5 1257 - - H-4,9/11 -
6 614  4,93(2H) s H-2,13 H-6
7 1525 - - H-8/12 -
8/12 1151  7,672H) m H-5,9/11,10 H-8/12
9/11 1292  7,07(2H) m H-7,8/12,10 H-9/11
10 1628 - - H-X -
13 558  3,45(6H) s H-2,6 H-13
X 57,6  3.86(3H) s H-10 H-X
c)
c §*0 8('H)  Multip gHMBC gHSQC
(ppm) (ppm)
2 69,0  4,45(2H) s H-6,13 H-2
3 191,5 - - H-2,6,13 -
4 1273 7,01(1H) s H-6 H-4
5 153,0 - - H-6,8/12 -
6 64,3  5,06(2H) s H-2,13 H-6
7 142,5 - - H-4,6,9/11 -
8/12  130,6  7,91(2H) m H-6,10,9/11 H-8/12
9/11 127,  837(2H) m H-9/11,10 H-9/11
10 1520 - - H-6,8/12,9/11 -
13 56,9  3,53(6H) s H-2,6 H-13
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d)

c $*0 8('H)  Multip gHMBC gHSQC
(ppm) (ppm)

2 68,9  4,48(2H) s H-6,13 H-2

3 191,7 - - H-2 -

4 1246  6,85(1H) s H-6 H-4

5 134.4 - - H-4,6 -

6 63,9  5,05(2H) s H-13 H-6

7 154,2 - - H-6, 8/12 -
812 1310  7,47(2H) m H-4,9/11,10 H-8/12
9/11 1322  7,65(2H) m H-8/12,10 H-9/11

10 1403 - - H-8/12,9/11 -

13 56,6 3,56(6H) s H-2,6 H-13

5.1.1. Sinteses dos derivados da piridostigminas - rota A
¢ Brometos de 3-hidréxi-N-metil-5-fenilpiridinio p-substituidos VA

Na reagdo de retirada de um grupo metila e subseqiiente aromatizagdo do anel piridinio
realizou uma reacdo a 200°C, o que gerou varios residuos indesejados, pois a alta
temperatura carbonizava os reagentes, impossibilitando a purificagdo do composto obtido.
Tentamos extrair o produto com éter etilico, cloroférmio e com varios outros solventes
organicos, porém ndo obtivemos sucesso. Tentamos ainda realizar extracdo liquido-
liquido, mas ainda restaram impurezas.

Optamos entdo por adicionar benzoato de etila antes do aquecimento, com a finalidade
de diminuir a degradacdo dos reagentes, pois dessa forma aqueceriamos o produto em

solucdo, porém o éster adicionado contaminou o produto.
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Por ndo conseguirmos purificar o produto desta etapa reacional, tivemos problemas até
a finalizacdo da rota sintética.

Devido a grande impureza do composto obtido, ndo foi possivel realizar medida de
ponto de fusdo, andlise elementar, e atribuir o espectro de RMN de "*C. Como o composto
apresentava hidrogénios quimicamente diferentes, foi possivel identificd-lo apenas por

RMN de 'H (Tabela 8). O espectro de RMN de 'H estd apresentado em anexo.

Tabela 8. Dados espectroscopicos para os brometos de 3-hidréxi-1-metil-5-fenilpiridinio p-

substituidos VA.

RMN de "H em CDCI; (ppm)
Substituinte H9 H-810 H-7/11 H-5 H3 H1 OH NCH;
H 7,79 7,62 7,68 7.81 8,17 846 8,76 4,52

¢ Brometo de N-metil-3-6xido-5-fenilpiridinio p-substituidos VIA

Para retirar o préton do grupo hidroxila, passamos o produto VA em uma resina de
troca-idnica Amberlite IRA-400 - basica, previamente tratada com uma solugdo de NaOH
10%. Procedimento de facil execucdo, porém deixava impurezas no produto.

Lembrando que o reagente desta etapa € o produto da reacdo anterior (composto VA),
ou seja, ja estava impuro.

Como o produto obtido era solido, recristalizamos em meio de cloroférmio-éter etilico

para purifica-lo. Ainda assim, o composto permaneceu impuro.
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Novamente, devido a grande impureza do composto obtido, ndo foi possivel realizar
medida de ponto de fusdo, andlise elementar, e atribuir o espectro de RMN de Bc.

Realizamos apenas RMN de 'H (Tabela 9), cujo espectro estd apresentado em anexo.

Tabela 9. Dados espectroscépicos para brometo 1-metil-3-6xido-5-fenilpiridinio p-

substituidos VIA.

RMN de 'H em D,O (ppm)
Substituinte H-9 H-8/10 H-7/11 H-5 H-3 H-1 NCH;
H 7,80 7,85 7,76 7,85 7,88 8,18 4,38

¢ Brometo de N,N-dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio p-substituidos VIIA

Com o objetivo de eliminar a etapa anterior (resina de troca-idnica), tentamos retirar o
préton do grupo hidroxila adicionando ao reagente de partida Na°® ou NaH, porém a reacao
ndo ocorreu como previamos, pois como ambas as bases sdo fortes retiraram tanto o
hidrogénio do grupo OH, bem como atacaram o anel anel piridinio, tentamos entdo com
NaHCOs, mas a forga dessa base ndo foi suficiente para retirar o hidrogénio do grupo
hidroxila. Procedemos entdo a reacio de carbamoilagdo com o composto VIA impuro.

O produto foi extraido com éter etilico, porém estava impuro. A cada etapa reacional
aumentava a porcentagem de impurezas. Tentamos varios procedimentos de purificacao:

recristalizacdo, extracao liquido-liquido, filtracdo, porém nao obtivemos sucesso.
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Com este composto também nao foi possivel realizar medida de ponto de fusdo, andlise
elementar, e atribuir o espectro de RMN de 5C. Realizamos apenas RMN de 'H (Tabela

10), que estd apresentado em anexo.

Tabela 10. Dados espectroscépicos para o brometo de N,N-dimetilcarbamato de N’-

metilpiridinio VIIA.

OYL\
3 e}

RMN de 'H em CDCl; (ppm)
Substituinte ~ H-9/10/11 H-8/12  H-3 H-4 H-6 NCH;
N(CH3),
H 7,38 7,43 8,67 1,71 8,42 4,64 3,39

5.1.2.Sinteses dos derivados do Edrofonio - rota B

Devido a dificuldade em aromatizar o anel piridinico (composto VA), e também em
purificd-lo, resolvemos modificar um pouco a rota sintética e fazer reducdo do composto
IV. Ao reduzi-lo, obtemos um composto derivado do farmaco edrofénio que, segundo a
literatura®, apresenta atividade anticolinesterdsica, sendo muito utilizado em hospitais da

rede publica.
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e Brometo de 2,6-tetraidro-VN,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio p-substituido
VB

Existem vérios agentes redutores eficazes para reducdo de cetonas a alcodis, utilizamos
NaBH,4, um agente redutor capaz de reduzir aldeidos e cetonas, assim como 0s mais
reativos derivados de acidos carboxilicos, cloretos de acila e tio-ésteres, o uso deste redutor
em condigdes reacionais mais suaves ndo ird reduzir ésteres, amidas, ou dacidos
carboxilicos.

Por ser considerado um agente redutor fraco, quando colocamos em meio reacional com
o composto IV (cetona) ocorreu apenas a reducio do grupo carbonilico.

Os resultados e dados de RMN estdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Rendimentos experimentais propriedades fisicas e andlise elementar para os

brometos de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio VB.

Anélise
Substituinte  Pontode  Rendimento Férmula Elementar % IV (cm ™)
Fusao (°C) Médio (%) Molecular Calc.  Exper. V OH
C=55,1 52,3
H 223-226 80 Ci3Hi7NOBr  H=6,00 6,05 3229
N=4,95 4,69
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Tabela 12. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e °C, correlagdes 'H-">C em g-HSQC

para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio VB em D;O.

s(H) 80

C (ppm)  (ppm) gHSQC

1 3,69 63,7 H-1

I 3,48 - -

2 4,79 61,1 H-2

3 6,34 122,7 H-3

4 - 131,9 -

5 4,36 61,9 H-5

5 4,25 ; -

6 - 136,1 -
7/11 7,39 129,1 H-7/11
8/10 7,39 125,8 H-8/10

9 7,39 129,3 H-9

N(CH3), 324 53,1 H-(CH3),

5.2. Calculos Teodricos

Com a finalidade de investigar a conformacdo preferencial e a influéncia do

substituinte, realizamos calculos tedricos para a construcdo de curva de energia potencial

1D (Scan), variando o angulo diedro C;-O-C,-C3 de 0° a 360°, otimizando a geometria da

molécula a cada 10°, em nivel teérico HF/6-31G. Obtemos assim um grafico de energia em

funcdo do angulo diedro, como mostra a Figura 8, para o brometo de N,N-dimetilcarbamato

de N’-metilpiridinio VIIA.
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Figura 6. Curva de energia potencial em nivel teérico HF/6-31G para o composto VIIA.

Podemos avaliar pela Figura 8 que o composto VIIA apresenta trés conformeros
(Figura 9) de menor energia (A, B e C). Selecionamos os minimos na curva de energia
potencial e sendo as geometrias e energias dessas conformagdes re-otimizadas em nivel de
teoria mais refinado, B3LYP/cc-pVDZ, com isso foi possivel obter o comportamento

conformacional para os compostos em estudo (Tabela 13).
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Conformero A

Conformero B

Conformero C

Figura 7. Visualizacido das conformagdes mais estdveis para o derivado sem substituinte.

Tabela 13. Energia de otimizacdo para os conformeros A, B e C para os brometos de N,N-dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio p-

substituidos VIIA em nivel de teoria B3LYP/cc-pVDZ.

Substituinte H Cl OMe NO,

Confoérmero E (a.u.)? AE® E (a.u.) AE® E (a.u.) AE® E (a.u.) AE®
A -841,63339 0,00 -1301,24743 0,00 -956,16601 0,00 -1046,14239 0,00
B -841,63091 1,56 -1301,24508 1,47 -956,16358 1,53 -1046,14013 1,42
C -841,63179 1,01 -1301,24602 0,88 -956.16434 1,05 -1046,14106 0,83

1 a.u. = 627,51 Kcal mol™; ® Kcal mol™
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Através dos valores listados na Tabela 13 podemos observar que a conformacio
preferencial para todos os compostos (conférmero A) possui o grupo carbonila do
fragmento carbamato do mesmo lado do nitrogénio piridinico, enquanto que as outras duas
conformagdes o grupo carbonila se encontra numa relagdo oposta ao nitrogénio piridinico.
Podemos observar também que para todos os compostos a diferenca de energia entre as
conformagdes ndo sofrem grandes variacdes, ou seja, os substituintes (OMe, NO, e CI) no
anel aromdtico ndo exercem influéncia no comportamento conformacional das moléculas
em estudo. Indicando que para o composto apresentar atividade bioldgica a presenca desses
substituintes ndo € significativo.

Outra informac¢do importante que podemos obter dos cdlculos é a relacdo
geométrica entre os grupos responsdaveis pela interacdo enzima-farmaco (nitrogénio
piridinico e oxigénio carbonilico), sendo para fins dos nossos estudos essa enzima € a
acetilcolinesterase, portanto os compostos em estudo sdo possiveis inibidores dessa enzima.

Além dos derivados carbamatos os quais foram estudados somente de forma tedrica,
0 mesmo ndo ocorreu para o composto VB, o qual foi sintetizado, purificado, sua estrutura
foi atribuida de forma inequivoca e sua atividade anticolinesterasica foi avaliada segundo o
método de Ellman. Como mencionado anteriormente e relatado na literatura™ os grupos
responsaveis pela interacdo da acetilcolinesterase com o farmaco sdo: o nitrogénio do anel
piridinio, e o oxigénio do carbamato ou do dlcool. Sendo assim, quanto mais positivo
estiver o nitrogénio piridinico, e quando mais negativo estiver ambos 0s 0xigénios, mais
eficaz serd a intera¢do do composto com a enzima de interesse.

Segundo a literatura,”® a interacdo enzima-receptor serd efetiva se a distincia entre o
nitrogénio e o oxigénio do carbamato for no maximo 4,4 A, sendo que valores préximos a
4.4 A sdo tidos como ideais. Por isso medimos essas distincias nos conférmeros
preferenciais (Tabela 14). A interagdo da acetilcolina com a enzima esta ilustrada na Figura

10.
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Figura 8. Interagcdo da acetilcolina com a enzima colinesterase.

Tabela 14. Distancia entre os dtomos N---O (rn..o0) nos conférmeros A, B e C para os

brometos de N,N-dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio p-substituido VIIA.

Confoérmeros

Substituintes A (tno) B (n-o) C(n-0)

H 3,983 4,931 4,890
OMe 3,982 4,927 4,893
NO, 3,971 4,937 4,883
Cl 3,974 4,928 4,887

Podemos observar (Tabela 14) que para todos os derivados VIIA dentro da mesma
conformagdo, a distancia entre o nitrogénio e o oxigénio (rn..0) € aproximadamente a
mesma, observamos também que em nenhuma das conformagdes a distancia rn..o €
préxima daquela tida como adequada (até 4,4 A) para a melhor interacio enzima-receptor.
Porém, pode ser observado que no caso do conformero A a distancia média ..o € 0,422 A
menor que o valor de referéncia (4,4 A), enquanto que a conformacido B apresenta uma

distancia média 0,531 A maior que o valor de referéncia e para a forma C esse valor € de
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0,488 A. Com base nesses valores podemos supor que a conformacdo A deve interagir
como maior efetividade do que as conformacgdes B e C. Esse resultado € muito interessante
pois a conformacdo A € a mais estdvel dentre as trés formas possiveis (Tabela 13), estando
presente no equilibrio conformacdo com 80 % da populagdo em fase isolada.

Essas suposi¢des sdo corroboradas pelos resultados tanto tedricos como
experimentais para o derivado VB do edrofonio, para o qual foi observado atividade
anticolinesterasica in vitro e os valores calculados de distancia ry...o € da ordem de 3.125 A,
o que reforca a teoria que valores de distincia ry...o menores que o ideal (4,4 A) também
interagem com a enzima.

Para melhor avaliacdo se existe mudanca da densidade de carga nos atomos de
nitrogénio e oxigénio responsdveis pela interacdo enzima-receptor foram realizados
calculos para obter as cargas desses dtomos, empregando dois diferentes métodos, cargas de
Mulliken e cargas naturais NBO. Os resultados para todos os conformeros e para todos os
derivados mostraram valores muito préximos de densidade de carga sobre o nitrogénio e o
oxigénio, indicando que os substituintes ligados ao anel aromatico ndo exercem influéncia
na distribui¢do da densidade de carga nos sitios de interacdes do substrato.

A auséncia de efeito do grupo substituinte no anel aromético é observada para todos
os parametros tedricos analisados nesse estudo, tais como diferenca de energia entre os
conformeros (Tabela 13), semelhanga na distancia interatomica (rn...o) (Tabela 14) e na

densidade de carga sobre os d&tomos de nitrogénio e oxigénio.
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5.3. Método de Ellman

Realizamos testes bioldgicos apenas com o composto que conseguimos obter puro,
portanto, apenas com o derivado do edrof6nio, composto VB. Para verificar a possivel
atividade anticolinesterdsica optamos pela metodologia de Ellman.

Normalmente temos quantidades significativas da enzima acetilcolinesterase em
nosso organismo. Segundo a literatura os valores de referéncia para paciente ndo exposto
sdo:

Colinesterase Total: 4,5 - 7,0 U/mL
Colinesterase Plasmatica: 1,5 - 3,5 UI/mL
Colinesterase Eritrocitaria: 2,6 - 4,1 Ul/mL

Analisamos entdo, algumas pessoas sauddveis para sabermos se os valores médios
destas enzimas no organismo condiziam com a literatura, valores médios estao descritos na
Tabela 15, todas as andlises foram realizadas em triplicata. As amostras utilizadas eram
provenientes de material de descarte do Laboratério do Centro de Controle de Intoxicacdes

—HC / UNICAMP, aprovados pelo comité de ética, parecer do CEP: n° 496/2010.

Tabela 15. Valores de referéncia da atividade colinesterasica em doadores saudaveis.

Doadores ChE Total ChE Plasmatica  ChE Eritrocitaria

saudaveis Ul/mL Ul/mL Ul/mL
A 5,0 2,2 2,8
B 6,0 2,1 3,9
C 5.4 2,0 3,4
D 5,8 2,3 3,5
E 6,1 2,6 3,5

Primeiramente realizamos o teste padrdo, utilizando Neostigmina para inibir a
atividade colinesterdsica, obtendo, por exemplo, para o paciente A os seguintes valores:
ColinesteraseTotal: 0,0 Ul/mL
Colinesterase Plasmatica: 0,0 UI/mL

Colinesterase Eritrocitaria: 0,0 UI/mL
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Para efeito de comparagdo e para nos certificarmos de que o teste ndo funcionaria
apenas com compostos cujo grupo funcional fosse carbamatos, mas também com alcodis,
realizamos o teste adicionando edrofénio no lugar da neostigmina. Usualmente utiliza-se 50
ML de neostigmina na concentragdo de 0,1 mol/L.

Realizamos testes com variadas concentragdes de edrofonio e pelo Gréfico 2
verificamos que este farmaco ndo € tdo eficaz quanto a neostigmina, pois na mesma
concentrac¢do inibiu no maximo 62,9%, realizamos o teste em triplicata e este se reproduziu.

Como o composto em estudo é derivado do edrofonio, realizamos os testes
comparando-o com o edrofonio, mas finalizando as reacOes com neostigmina, pois

tinhamos certeza que esta inibia 100%.
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Grifico 2. Atividade colinesterdsica total, plasmatica e eritrocitdria do edrofénio em

diversas concentracoes.
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Com o método padronizado, comecamos a testar o composto em estudo, ou seja, ao
invés de finalizarmos a reacdo enzimdtica com a neostigmina, finalizamos-a com o
composto VB, a fim de pesquisar se este seria capaz de inibir a enzima em questdo.Todos
os testes foram realizados em triplicata, e sempre comparados com o fiarmaco comercial
edrofonio.

Primeiramente analisamos a inibicao colinesterdsica total, apresentada no Gréfico 2,
e observamos que, o composto estudado apresenta melhor atividade de inibi¢cdo
comparado ao farmaco comercial, o composto inibe aproximadamente 100% na

concentracdo de 0,1 mol/L, enquanto o edrofénio na mesma concentragdo inibe apenas
62,9 %.
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Grifico 3. Atividade colinesterasica total do edrofonio e do composto VB em diversas

concentragdes.
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Entretanto 0,1 mol / L é considerado uma alta concentracdo podendo apresentar
toxicidade ao paciente, mesmo assim, o composto em estudo, em menores concentracoes,
0,05 mol/L apresenta atividade anticolinesterdsica acima de 80%, sendo portanto,

excelente candidato a anticolinesterasico.

Quando analisamos a atividade anticolinesterdsica plasmatica, Grafico 3,
observamos que o composto VB apresenta praticamente o0 mesmo comportamento que o
farmaco comercial, em menores concentragdes, 0,025 mol/L, inibem 100% a enzima

butirilcolinesterase.
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Grafico 4. Atividade colinesterdsica plasmdtica do edrofénio e do composto VB em

diversas concentracoes.
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Avaliamos ainda a inibi¢ao da acetilcolinesterase, ou seja, colinesterase eritrocitaria,
e observamos novamente que o composto apresenta melhor atividade comparada ao
farmaco comercial. Este conseguiu inibir 100% a enzima em uma concentracido de 0,05

mol/L, ja o edrof6nio na concentragdo de 0,1 mol/L inibiu no miximo 40%.
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Grifico 5. Atividade colinesterdsica eritrocitaria do edrofonio e do composto VB em

diversas concentracoes.
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6. Conclusoes

De acordo com as sinteses realizadas, observamos que os compostos III, foram
facilmente preparados, sendo que o composto de substituinte CI sé se formou na auséncia

de luz, e o de substituinte NO, necessitou de temperaturas ainda menores para reagir.

Os espectros de RMN se mostraram uma importante ferramenta para a elucidacao

estrutural dos compostos estudados. Através desta técnica foi possivel observar um sensivel
. . L. 1 1

efeito dos substituintes nos deslocamentos quimicos de H e ’C para cada um dos

derivados sintetizados.

Como ndo conseguimos obter o composto puro pela rota A, modificamos a rota
sintética e tentamos outros derivados com possivel atividade anticolinesterasica. A partir do
composto IV, realizamos reducdo da carbonila e obtivemos assim um dlcool com estrutura
quimica semelhante ao farmaco comercial edrofénio, cuja atividade anticolinesterasica foi

testada segundo método de Ellman.

Pelos resultados da inibicdo colinesterdsica total, podemos observar que, o
composto estudado apresenta melhor atividade de inibicdo comparada ao edrofdnio.
Avaliando a inibicdo colinesterdsica plasmatica, concluimos que, o composto VB apresenta
praticamente o mesmo comportamento que o farmaco comercial, e através dos resultados
de inibi¢do colinesterdsica eritrocitdria, observamos que, o composto apresentou melhor

atividade.

Pelos célculos tedricos podemos observar que a conformagdo preferencial para
todos os compostos (conformero A) possui o grupo carbonila do fragmento carbamato do
mesmo lado do nitrogénio piridinico, enquanto que as outras duas conformagdes o grupo
carbonila se encontra numa relacdo oposta ao nitrogénio piridinico. E que os substituintes

(OMe, NO; e Cl) no anel aromdtico nao exercem influéncia no comportamento
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conformacional das moléculas em estudo. Indicando que para o composto apresentar
atividade bioldgica a presenca desses substituintes ndo € significativo.

Com base nos resultados tedricos podemos supor que a conformacdo A deve
interagir como maior efetividade do que as conformacdes B e C. Esse resultado ¢ muito
interessante, pois a conformagdo A é a mais estavel dentre as trés formas possiveis, estando
presente no equilibrio conformacdo com 80 % da populacdo em fase isolada.

Essas suposi¢des sdo corroboradas pelos resultados tanto tedricos como
experimentais para o derivado VB do edrofonio, para o qual foi observado atividade
anticolinesterasica in vitro e os valores calculados de distancia ry...o € da ordem de 3.125 A,
o que reforca a teoria que valores de distancia ry...o menores que o ideal (4,4 A) também

interagem com a enzima.
ApOs sinteses e testes realizados, concluimos que o composto VB conseguiu inibir

ambas as enzimas em concentracdes menores que o composto atualmente utilizado, sendo,

portanto, um 6timo candidato a anticolinesterasico.
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ABSTRACT

Some 1,2,3,6-tetrahydro-5-(4’-substituted)phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-pyridinium bromides were
synthesized from the commercially available p-substituted phenacyl bromides and N,N-dimethyl-
aminoacetone. The acetophenones were converted in the corresponding phenacyl bromides, which by
treatment with N,N-dimethylaminoacetone gave nitrogen quaternary salts, which were turned in the 3-
oxopyridinium bromides using sodium hydroxide, followed treatment with hydro-bromidric acid, in good
yields. All compounds were fully characterized by 'H and *C NMR spectral data and elemental analysis. The
main goal for the synthesis of these intermediates is their further application in the synthesis of
pyridostigmine derivatives, since pyridostigmine itself is widely used in the treatment of myasthenia gravis,

and of Parkinson's and Alzheimer's diseases due to its AChE activity.
KEYWORDS: 3-oxo-pyridinium bromides, pyridostigmine precursors, AChE inhibitors.
INTRODUCTION
The behaviour exhibited by a given drug, involving its interactions with proteins and enzymes in the

organism, is related to its physicochemical properties such as molecular geometry, electronic and steric

effects [1-3].
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Pyridine derivatives are widely used as drugs. A typical example is pyridostigmine bromide, which has
been used for a long time in the treatment of myasthenia gravis, and of Parkinson's and Alzheimer's
diseases [1]. Several carbamates as derivatives of neostigmine [4,5] and of pyridostigmine [6] have been
synthesized and their anticholinesterasic activities analyzed. Neostigmine derivatives as well as their
intermediates have been fully characterized by their NMR spectral data [7-9]. NMR data for some phenacyl
bromides and for their quaternary salts, have also been reported [10,11].

Thus, this paper describes the synthesis of some 1,2,3,6-tetrahydro-5-phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-

pyridinium bromides through the reactions presented in Scheme 1.

o] 0
Br
Br, MeCO.CH, NMe,
—_—
X X
@ an
0
o o Z
(]
T\)]\ 1.NaOH /N
> N
X 2.HBR X Br
(D) av)

X =H (a), MeO (b), NO; (c), Cl (d), Br (e).
Scheme 1 — Synthesis of 3-oxo-pyridinium derivatives.

It is also presented a comprehensive study of MR data for all compounds described in this paper. They
were recently synthesized and their NMR data were assigned using 2D HSQC and HMBC experiments. These
3-oxo-pyridinium bromides (IV) are important intermediates in the synthesis of pyridostigmine derivatives (V)

(Scheme 2).

(0]
7 N O\n/N\
+ 3 steps | e o
_—
/N\ _ '\ll
R Br R Br
(Iv) (V)

Scheme 2 — Synthesis of pyridostgmine derivatives.
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EXPERIMENTAL SECTION

General Procedures

Melting points were determined on a Fisher Scientific apparatus. IR spectra were recorded on a Perkin-
Elmer FTIR-1600 or FTIR 1605. Elemental analyses were carried out on a Perkin-ElImer 2400 CHN standard
analyzer.

'H NMR and C NMR spectra were recorded on a Bruker DPX-250 spectrometer operating at 250.13 MHz and
62.90 MHz, respectively, at 21°C, using CDCl; and D,0 as solvents and referenced to TMS. The chemical shifts
assignments were made using the 2D gHSQC [12] and gHMBC [13] experiments to distinguish both methylene
protons and the corresponding carbon atoms. These experiments were performed on a Bruker Avancelll-300

spectrometer operating at 300 MHz for 'H at 298 K,

Compounds

N-acetonyl-N,N-dimethyl-N-(4-substituted) phenacylamonium bromides (lll).

A solution of the p-substituted phenacyl bromide (Il) (0.01 mol) in diethyl ether (10 mL) was added, dropwise,
N,N-dimethylaminoacetone (0.01 mol). The mixture was stirred at 0 2C for 7 h. The solvent was evaporated
under reduced pressure and the solid residue was extracted with hot water and filtered and dried under

reduced pressure to yield the quaternary salt.

N-acetonyl-N,N-dimethyl-N-phenacylamonium bromide (llla).
Yield 95 %, m.p. 155-157 °C (Lit. [14] 155 °C). (Found: C, 52.3; H, 6.1; N, 4.7. C43H:sNO,Br requires C, 52.0; H,
6.0; N, 4.7%).

N-acetonyl-N,N-dimethyl-N-(4-methoxy) phenacylamonium bromide (llib).
Yield 70 %, m.p. 159-161 °C (Lit. [14] 145-146 °C). (Found: C, 50.5; H, 6.0; N, 4.2. C14H,0NO3Br requires C, 50.9;
H, 6.1; N, 4.2%).

N-acetonyl-N,N-dimethyl-N-(4-nitro) phenacylamonium bromide (llic).

Yield 50 %, m.p. 162-166 °C (Lit. [14] 163-165 °C). (Found: C, 45.4; H, 5.1; N, 8.2. C;3H;7;N,0,4Br requires C,
45.2; H,4.9; N, 8.1%).

99



N-acetonyl-N,N-dimethyl-N-(4-chloro) phenacylamonium bromide (llid).
Yield 50 %, m.p. 166-171 °C. (Found: C, 46.6; H, 5.1; N, 4.2. Cy3H,7;NO,BrCl requires C, 46.6; H, 5.1; N, 4.2%).

N-acetonyl-N,N-dimethyl-N-(4-bromo) phenacylamonium bromide (llle).

Yield 81 %, m.p. 182-185 °C. (Found: C, 40.3; H, 4.4; N, 3.2. C;3H;7;NO,Br; requires C, 41.2; H, 4.5; N, 3.7%).

1,2,3,6-tetrahydro-5-(4’-substituted)phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-pyridinium bromides (1V)
N-acetonyl-N,N-dimetyl-N-phenacylamonium bromides (ll1).(0.01 mol) was added, under stirring, to a
solution of NaOH (2 mol L") and the mixture was maintained at -10 °C for 24 h. After this time, it was added
1 mL of HBr 48 %, the precipitate was filtered and recrystallized with ethanol-diethyl ether solution giving
the product IV.

1,2,3,6-tetrahydro-5-phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-pyridinium bromide (IVa)
Yield 65 %, m.p. 198-199 °C (Lit. [15] 199-200 °C). (Found: C, 54.7; H, 5.3; N, 4.9. C;3H,sNOBr requires C,
53.3; H, 5.9; N, 5.2%).

1,2,3,6-tetrahydro-5-(4’methoxy)phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-pyridinium bromide (IVb)
Yield 61 %, m.p. 198-200 °C (Lit. [15] 199-200 °C). (Found: C, 53.4; H, 5.9; N, 4.7. C14H18NO,Br requires C,
52.0; H, 6.0; N, 4.6%).

1,2,3,6-tetrahydro-5-(4’-nitro)phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-pyridinium bromide (IVc)
Yield 25 %, m.p. 210-215 °C (Lit. [15] 195-197 °C); (Found: C, 47.9; H, 4.9; N, 8.3. C43H15N,03Br requires C,
45.7; H, 4.7; N, 8.9%).

1,2,3,6-tetrahydro-5-(4’-chloro)phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-pyridinium bromide (IVd)
Yield 50 %, m.p.215-218 °C. (Found: C, 49.5; H, 4.8; N, 4.7. C,3H,5sNOBrCl requires C, 47.3; H, 4.9; N, 4.6%).

1,2,3,6-tetrahydro-5-(4’-bromo)phenyl-1,1-dimethyl-3-oxo-pyridinium bromide (IVe)
Yield 62 %, m.p.212-213 °C. (Found: C, 42.7; H, 4.2; N, 3.9. C;3H,5sNOBTr, requires C, 43.2; H, 4.1; N, 3.8%).

Results and Discussion

Although the p-substituted phenacyl bromides (ll) were commercially available, they were prepared

whenever necessary from the corresponding p-substituted acetophenones (I) (Scheme 1). The reaction of
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the N,N-dimethylaminoacetone, also commercially available, with the phenacyl bromides yielded the
quaternary salts, the N-acetonyl-N,N-dimethyl-N-(4-substituted)phenacyl- amonium bromides (lll). In the
following step these quaternary salts were converted to the cyclic pyridinium derivatives (IV), which were
obtained in good yields (Scheme 1).

The corresponding data for the synthesized compounds, i.e. their melting points and elemental analyses
were included in the Experimental Section. Infrared data for both carbonyl groups and 'H NMR data for the
quaternary salts (lll) are given in Table 1. The corresponding data for the pyridinium derivatives (IV), are
presented, in Table 2 and the C NMR data for the later compounds in Table 3, both in CDCl;. The aromatic
carbon atom signals were assigned by comparison with empirically calculated values [16].

The carbonyl carbon chemical shift was almost independent on the substituent at the aromatic ring,

changing in the range 189.1 to 191.7 ppm.

Table 1. Infrared data and 'H NMR chemical shifts for p-substituted N-acetonyl-N,N-dimetyl-N-
phenacylamonium bromides (III).

(0]
IRcm ™’ 'H NMR in CDCl; (ppm)
Substituent V cone Ve=occioy | H-1  H-2,6 H-3,5 H-8 H-9 H-11 H-12 H-X

H 1694 1727 759 | 7.44 | 797 | 551 | 589 | 221 | 3.73 -
MeO 1677 1739 - 695 | 8.05 | 578 | 553 | 2.28 | 3.80 | 3.87
NO, 1698 1737 - 823 | 837 | 565 | 495 | 1.95 | 3.52 -

cl 1694 1723 - 7.47 | 8.02 | 598 | 555 | 2.31 | 3.81 -

Br 1680 1710 - 7.21 | 7.41 | 495 | 460 | 1.80 | 3.10 -

However, these compounds were not very soluble in CDCl; to allow a more careful and unequivocal
assignment and to avoid the superposition of some signals. Therefore, the spectra for compounds IVa to
IVd were also recorded in D,0 for some 2D experiments. The data for these experiments are presented in
Tables 4-7, which show the information for the chemical shifts assignments. These results allowed a definite
assignment for the methylene hydrogen and carbon atoms, which were apart by only ca. 0.6 ppm and 4

ppm, respectively, and there were no models which could be used for comparison. However, it is
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interesting to note that their chemical shifts are very similar to their precursors and are in the same order
(6c2 > 8c.6) [11].
The chemical shift data of the spectra in D,O are in close agreement with the corresponding data in

CDCls.

Table 2. Infrared data and '"H NMR chemical shifts for p-substituted 1,2,3,6-tetrahydro-5-phenyl-1,1-
dimethyl-3-oxo-pyridinium bromides (IV).

N
13
IR cm ™' 'H NMR in D,O (ppm)
Substituent Vo H-8/12 H-9/11 H-2 H-6 H4 N(CHj),

H 1659 7.65 7.65 | 460 | 5.10 7.05 3.65
MeO 1650 7.90 735 | 418 | 5.08 7.20 3.80
NO, 1618 8.29 773 | 440 | 5.00 6.90 3.50

Cl 1674 7.70 790 | 454 | 518 7.16 3.50

Br 1670 7.35 7.60 | 435 [ 4.90 6.08 3.50

CONCLUSION

In this paper, it was described a synthetic route to some interesting 3-oxopyridinium bromides derivatives,
in very good yields, which are important precursors for pyridostigmine derivatives. The compounds

described here were fully characterized through their physical and spectroscopic properties.
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Anexo 1. Espectro no Infravermelho pra o brometo de N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamo6nio (I1I).
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File # 2 : MEO Mode = 2 (Mid-IR)
Sample Description: KBr Glaucia
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Anexo 2. Espectro no Infravermelho pra o brometo de p-metoxi N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (I1I).
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File # 3 : NO2 Mode = 2 (Mid-IR) 8/30/10 2:43 PM

Sample Description: KBr Glaucia
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Anexo 3. Espectro no Infravermelho pra o brometo de p-nitro N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (III).
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File# 1 : CL Mode = 2 (Mid-IR) 8/30/10 2:37 PM
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Scans = 16 Res =4 cm-1 22 scans/min Apod = Cosine
70
“WWWWW\._ T,
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1 - ! A
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/ ool Lo
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Y 52 g = v
‘ Y B3 = = T
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- g = - 5
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Anexo 4. Espectro no Infravermelho pra o brometo de p-cloro N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (III).
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H1i2
; .
6 ¥ 7 i T g 0y
12
1
2 H11
H3.5 H2.G
H1
H9 Ha
" 8.0 7.8 7.8 7.7 1.8 *ppm
1 L__JL'h_-h_r __‘JL‘ ﬂ.ﬁaUt
fdeten e el
9 B 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Hz
Hz
sec

usec
usec
K
sen

[ Bl
dB
W
MHz

MHz

Hz

HAME marl3cftHl
EXFHNOD 1
PROCHO 1
D&t&_ 20090313
Time 10.47
IHRSTRUM Apect
FROBHD 5 mm PRAEBI 1H/
PULPROG zq3l
TD 32768
SOLVENT coCil
M3 4
ks a
SWH 4325.25%
FIDRES 0.131599&
AD 3.788030%
RG 90.5
=) 115. 600
DE 6.50
TE 2946
D1 l.00000000
TDO 1
mxzwmmesx CHANNEL fl =——caaa
K1 1H
Pl 6.33
FL1 =1.44
ELIW 13.937680655
SPOl 400.1318625
51 131072
5F 400.1300000
WDH EM
55B o
LB 0.30
GB 0
BC 1.00

Anexo 5. Espectro de RMN de 'H para o brometo de N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (III).
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HAME marl3cftHl

Date 20090313

S
C a
L =11
] 20.800 usec
c3 DE 6.50 usec
o TE 294.8 K
ol 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
o TDO :
mmmmm—— CHANNEL f£1 S
HUC1 L3C
| | —— Pl 13.90 usec
- PL1 -4.80 d8
135 130 ppm PL1W B%.51216125 W
S5FO1 100.6228298 MHz

| ci2
| 11

c7

c9cCa

= L=-2-1-F 4=

T | | . | T |

T T T |
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
Anexo 6. Espectro de RMN de "°C para o brometo de N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilaménio (III).
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Current Data Parameters

NAME fevl0gspH7
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100210
Time 17.57
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 1
H12 DS 0
SWH 6188.119 H=z
FIDRES 0.188846 Hz
AQ 2.6477044 sec
RG 45.2
DW 80.800 usec
DE 6.50 usec
TE 673.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Me H11 Pl 8.50 usec
PL1 1.00 4B
PL1W 9.77678490 W
SFO1 300.1318542 MH=z
F2 - Processing parameters
8T 32768
SF 300.1299549 MHz
WDW EM
H9 SSB 0
LB 0.30 H=z
HS8 GB 0
F13 5 PE 1.00
: H2 .6
J ‘M ?_L#JU A ) A M J

CR-

Anexo 7. Espectro de RMN de 'H para o brometo de p-metoxi N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilaménio (III).
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NAME marl3cftH2

EXPNO 2
PROCNO 1
Date 20090313
Time 11.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULFROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT cDCcl3
NS 224
DS Q
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.7335%6 H=z
o] 0.6816244 sec
RG 2050
D 20.800 usec
DE €.50 usec
TE 294,88 K
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
=mm===== CHANNEL f]l ——we=———
NUC1 13cC
Pl 13.90 usec
PL1 -4.80 dB
PLIW B9.51216125 W
SFO1 100.6228298 MHz
=—==m=== (CHANNEIL 2 =e———mam
CPCPRGZ2 waltzlé
NOC2 1H
PCPD2 90.00 usec
EL2 =1.44 dB
FL12 20.00 dB
PL13 20.00 dB
c3 cz PLZW 13.99780655 W
PL1ZW 0.10047546 W
c12 PL13W 0.10047546 W
SF02 400.1316005 MH=z
51 32768
c10 SF 100.6127690 MH=z
WDW EM
558 (4]
LB 1.00 Hz
B Q

BC 1.40

T

J T " T T T

J T
100 80 60 40 20 0 ppm

I ) T T T
200 180 160 140 120
Anexo 8. Espectro de RMN de Bc para o brometo de p-metoxi N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (III).
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Current Data Parameters

NAME jull7rrnH3
EXPNO 1
Fr12 PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date__ 20090717
Time 10.29
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CD3CN
NS 8
DS 0
SWH 2913.753 Hz
FIDRES 0.088921 Hz
AQ 5.6230388 sec
RG 2298.8
DW 171.600 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDQO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Pl 13.00 usec
F111 PL1 -6.00 dB
SFO1 250.1312785 MHz
F2 - Processing parameters
ST 32768
H8 SF 250.1300000 MHz
P*E; WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
H2,6
H3,5
AJK A A Uh " L
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

&2 s fE

Anexo 9. Espectro de RMN de 'H para o brometo de p-nitro N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (III).
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Current Data Parameters
NAME jull7rrnH3
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090717
Time 10.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CD3CN
NS 2003
DS 0
SWH 15060.241 Hz
FIDRES 0.459602 Hz
AQ 1.0879476 sec
RG 5747
DW 33.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 2.00000000 sec
dlil 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 62.9015280 MH=z
======== CHANNEL {2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 18.00 dB
PL13 18.00 dB
SFO2 250.1310005 MH=z
C26 F2 - Processing parameters
C3.5 ! ST 32768
1 SF 62.8952390 MHz
C12 WDW EM
C11 SSB 0
c10 c7 c1 C4 Cc8 e 100 ke
C9 B 0
PC 1.40

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 10. Espectro de RMN de Be para o brometo de p-nitro N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (III).
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Current Data Parameters

NAME abertocl
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acqguisition Parameters
Date_ 20110212
Time 19.53
INSTRUM spect
PRCOBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg30
TD 32768
Fr12 SOLVENT cDCl3
NS i
DS 0
SWH 8223.685 Hz
FIDRES 0.250967 Hz
AQ 1.9923444 sec
RG 203
F411 DW 60.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.4 K
D1 1.00000000 sec
TDO .
======== CHANNEL f1l ========
Nucil 1H
Pl 7.13 usec
PL1 -1.44 dB
PL1W 13.99780655 W
SFO1 400.1324710 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 400.1300000 MHz
WDW EM
F18 SEB 0
F19 LB 0.30 Hz
H2,6 e ;
f{3,5 ’ BE 1.00

JL + JL__JL e L

RN LA R R A R R RN R AR SRR A R B S SR R

85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm
g 3 [ 2 5
N - - o

n
Anexo 11. Espectro de RMN de 'H para o brometo de p-cloro N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (III).

M~
e
N

115



Current Data Parameters

NAME abertocl
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20110212
Time 19.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT cDcl3

NS 4096

DS 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
AQ 0.6816244 sec
RG 203

DW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.6 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1 13e

Pl 14.75 usec
PL1 -4.80 dB
PL1W 89.51216125 W
SFO1 100.6228293 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 80.00 usec
PL2 -1.44 dB
PL12 19.25 dB
PL13 19.24 dB
PL2W 13.99780655 W
PL12W 0.11941531 W
PL13W 0.11969059 W
SFO2 400.1316005 MHz
C3 5 F2 - Processing parameters
H C2 6 ST 32768
' C12 SF 100.6127671 MHz
C11 WDW EM
SSB 0
C10 c7 C1 C4 Cc9cCs8 LB 1.00 Hz

. | l : L J it JJ . - - 1240

T | ‘ T ' | ' T ' | ' | ' T ' | ' | '
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
Anexo 12. Espectro de RMN de Be para o brometo de p-cloro N-acetonil-N,N-dimetil-N-fenacilamonio (IIT).
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File # 1 : INTERH Mode = 2 (Mid-IR) 8/20/10 9:50 AM

Sample Description: Glaucia KBr

Scans = 16 Res =4 cm-1 22 scans/min Apod = Cosine

60— I g
_,.-www-‘».a,\"\ /v"‘w\q e Y [ ‘J .

\ "// Wl “v‘l*. ’rxy\'“——. "

\,// i = =
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80+ S g8 8 0z % - &

~ ~ @ = 23
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b b Bt
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20—
e
=
| e T T
4000 3000 ¢ 2000 1000

Anexo 13. Espectro no Infravermelho para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio (IV).
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File # 1 : INTERMéO Mode = 2 (Mid-IR) 8/20/10 8:39 AM

Sample Description: Glaucia filme

Scans = 16 Res =4 cm-1 22 scans/min Apod = Cosine
ot
) Al
e Loy
’ rahwd JA NN f\ \
P ant it i — | f ’E J\
NSV \ = e
50 ////"”’_—\:’/‘\f‘ o 'l\ ,,L:"J = on | = @ \
/ 2 o e & =
ey ~\ = B B 4 \ =
\ V== s T 8 g =
\\\ / = E % \
40_' ‘.\i / :: e 1 |
| ./ \L!
ﬂ\ // l
\ 74
\ / |
30- \ / h_
\ / S
h &=
S &2
= =
20 . . =
4000 3000 2000 1000

Anexo 14. Espectro no Infravermelho para o brometo de p-metoxi 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio (IV).
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File # 1 : INTERNO2 Mode = 2 (Mid-IR) 8/20/10 9:30 AM

Sample Description: Glaucia fiime

Scans = 16 Res =4 cm-1 20 scans/min Apod = Cosine

60— y ﬂ-\
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»h,:--f\-vak\..Mv\ A ’ > i . %L
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40P" \"I /// g \,\ R ;i i ' o T g : % \
\ / 53 = _ V F |
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\/
10 B
= , |
4000 — 3000 2000

I
1000
Anexo 15. Espectro no Infravermelho para o brometo de p-nitro 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio (IV).
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File # 1 : INTERCL Mode = 2 (Mid-IR) 8/20/10 9:19 AM

Sample Description: Glaucia filme

Scans = 16 Res =4 cm-1 22 scans/min Apod = Cosine
60 .
.‘f/\/ \\\
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Anexo 16. Espectro no Infravermelho para o brometo de p-cloro 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

H13

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

H6 H2

H9,10,11

H8, 12 H4

1.96

- N - [{=]

121

]
Anexo 17. Espectro de RMN de 'H para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio (IV).

dez04gspHl
1

1

20091204
14.28
spect

5 mm PABBI 1H/
zg30

32768

D20

8

0

2796.421
0.085340
5.8589683
40.3
178.800
6.50

298.2
1.00000000

9.77678490
300.1312926

32768
300.1300000
EM

0

0.30

0

1.00

F2 - Acquisition Parameters

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec

Processing parameters

MHz

Hz



C3

C8,12

C10

C5

C7

C9,1

C4

C13

Cé6 C2

Current Data Parameters

NAME dez04gspH1l
EXPNO 2
PROCNO 2l

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20081204

Time 14.31
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT D20

NS 256

DS 0

SWH 18028.846 Hz
FIDRES 0.550197 Hz
AQ 0.9088159 sec
RG 256

DW 27.733 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 R

Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO il
—======= CHANNEL f1 ========
NUC1 13¢

Pl 9.00 usec
PL1 -2.00 dB
PL1W 148.49387278 W
SFO1 75.4752953 MHz
mewssses CHANNEL 2 seas=sse=
CPDPRG2 waltzlé

NUC2 1H
PCPED2 100.00 usec
PL2 1.00 dB
PL12 22.41 4B
PL13 24.00 dB
PL2W 9.77678490 W
PL12W 0.07066365 W
PL13W 0.04900000 W
SFO2 300.1312005 MH=z
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 75.4677490 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

BEC 1.40

. I . I .

200 180 160

: 1
140

|
120

100 80 60

E—
0

ppm

Anexo 18. Espectro de RMN de Bc para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters
NAME dez04gspH1
EXPNO 4
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Ll 20091204

Date_

Time 15.54
1A \ ppm B P
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG  hmbcgplpndqf

D
SOLVENT D20
NS 8

; DS 8
— 4 d 4 SWH 3000.000 Hz
FIDRES _0.732422 Hz
AQ 0.6827167 sec
] = RG 2050
o 4 60 pw 166.667 usec
. ‘ DE 6.50 usec
TE 298.2 K
} ST2 140.0000000
CNST13 2.0
0.00000300 sec
D1 1.00000000
D2 0.00357143 sec
~ 80 D6 0.25000000 sec
D16 00 sec

0.000200!
INO 0.00004200 sec
=== CHANNEL 1 s

F NUC1 1H
P1 8.50 usec
P2 17.00 usec
PL1 1.00 dB

=9 1 00 PLIW 9.77678490 W
SFO1 300.1319516 MHz
======== CHANNEL 2 =======
NUG2 13C

- P3 9.70 usec

Pl -2.00 dB
PL2ZW  148.49397278 W
SFO2 75.4768882 MHz

—120 === GRADIENT CHANNEL =====
PNAMI  SINE.100
NAM2  SINE.100
NAM3  SINE100

L PZ1 50.00 %
pPz2 30.00 %
- -, ‘ PZ3 40.10 %
P18 1000.00 usec
= 1 40 F1 - Acquisition parameters
NDO 2
TD 128
SFO1 75.47689 MHz
FIDRES 93.005920 Hz
] r sw 157.727 ppm
= ] 9 FnMODE oF
F2 - Processir rameters
1 si iy
60 SF 300.1300000 MHz
WDW SINE
SSB ]
LB 0.00 Hz
E GB
PC 1.40

F1 - Processing parameters
sl 256

—180

MC2 IF
SF 75.4677490 MHz
. WDW SINE
0
iy ¢ @ ] LB 0.%0 Hz

10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm
Anexo 19. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 2, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo0-5-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters
NAME ﬂeZU4%BpH1
EXPN

Pl
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20091204

Time 16.28
INSTRUM spect

m EROBHD 8 mm PABEI 1H/
PUI‘ i PULP mbcgplpnd
PP D S

SOLVENT D20
NS 8
DS 8
ks SWH 3000.000 Hz
FIDRES 0.732422 Hz
— [ ] ‘ ) ] AQ 0.6827167 sec
RG 2050
DW 166.667 usec
~ 60 DE 6.50 usec
‘ TE 293.3 K
CNST2  140.0000000
1 - [} . ' CNST13 0000000
0.00000300 sec
r D1 1.00000000 sec
D2 0.00357143 s8c
D6 0.10000000 sec
D16 0.00020000 sec
= 80 INO 0.00004200 sec
e CHANNEL 1 ========
NUC1 1H
P1 8.50 usec
E P2 17.00 usec
PL1 1.00 dB
PL1W 9.77678490 W
SFO1  300.1318516 MHz
1 00 m—mmmm—= CHANNEL {2 =—===—==—=
Nuc2 13C
P3 9.70 usec
PL2 -2.00 dB
L PL2W  148.49397278 W
SFO2 75.4768882 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SINE.100
® =120 GPNAM2 E.100
GPNAM3 SINE.100
Z1 50.0
GPZ2 30.00 %
P L GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec
e -, L] a
F1 - Acquisition parameters
NDO 2
~140 =
SFO1 75.47689 MHz
FIDRES 93. Hz
sSw 727 ppm
FnMODE aF
@ ' F2 - Processi rameters
— L si 2648
SF 1300000 MHz
I 1 60 WDW SINE
8SB 0
L8 0.00 Hz
GB 0
PC 1.40
F1 - Processing parameters
=) 256
MC2 QF
SF. 75.4677490 MHz
—180 wow SINE
S8B
L8 0.00 Hz
GB o
a d 4 L

10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm
Anexo 20. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 5, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo0-5-fenilpiridinio (IV).
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A, A ppm

— ] |
—1 ¢ (] — 60
— [ ]
— 80
—100
| P —120
— lﬁ.
— [ -1 e ) I
—140
1 @ [ ] [
—160
—180
— ) I

10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

Current Data Patl;ame(ers
z

NAME dez04gspH1
EXPNO %sp
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20081204
Time 16.59

INSTRUM El
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG nmsbcgp\pndql

TD
SOLVENT D20
NS 8

8
SWH 3000.000 Hz
FIDRES 0.732422 Hz
Al 0.6827167 sec
205

Q
RG 0
bw 166.667 usec
DE 6.50 usec
292.8
NST2 140.0000000
CNST13 8.0000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 s
D2 0.00357143 sec
50000 sec

INO 0.00004200 sec

======== CHANNEL 1 =—=—=====
NUC1 1H

P1 8.50 usec

P2 17.00 usec

PL1 1.00 dB

PLIW 9.77678430 W
SFO1 300.1319516 MHz

======== CHANNEL 12 ========
NUCc2 13C

P3 9.70 usec

PL2 -2.00 dB

PL2ZW 148.49397278 W

SFO2 76.4768882 MHz

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SINE.100

GPNAM2 SINE.100

GPNAM3 SINE.100

GPZ1 50.00 %
0.00 %

GPZ3 40.10 %

P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters

NDDAOQ 5

TD 81

SFO1 75.47689 MHz

FIDRES 146.972321 Hz

727 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
2048
SF 300.1300000 MHz
SINE

Wow

SSB o

LB 0.00 Hz

GB o

PC 1.40

F1 - Processin rameters
S1 Egé;m

MCc2 QF

SF 75.4677490 MHz
WDow SINE

SSB ("]

LB 0.00 Hz

GB o

Anexo 21. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 8, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-ox0-5-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Paramaeters
NAME dez04gspH1
EXPNO

PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramaters
Date_ 20091204

Time 1516
INSTRUM B

PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG  hsqcedelgp

TD
SOLVENT D20
NS B8

oS B

SW 3001.200 Hz

FIDRES  0.732715Hz

AQ 4436 sec

AG 2050

ow 166.600 usec

DE 6.50 usec

TE 2082 K

CNST2 145,

Do 0000300 sec

D1 1.50000000 sex

D4 000172414 sec

D11 03000000 sec

D13 0.00000400 s

D16 0.00020000 sec

D21 00345000 seo

[ 0004200 sec

ZGOPTNS

===m=mo GHANNEL 1 ==m=mmee

NUG1 1H

P1 850 usec

P2 17.00 usec

P28 1000.00 usec

PL1 1.00 dB

PLIW  9.77678490 W

SFO1 300.1319508 MHz

========CHANNEL 12 ==—===

CPDPRG2 P

NUC2 13

P3 9.70 usec

P4 18.40 usec

PCPD2 70.00 usec
-2.00

PLiZ 120.00 dB

PL2W  148.49307278 W

PL12W 00000000 W

SFO2  75.4766882 MHz

mm==== GRADIENT GHANNEL =====

GPNAM1 SINE.100

GPNAM2  SINE.100

GPZ1 80.00 %

GPZ2 20.10 %

P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
NDO 2
128

SFO1 75.47689 MHz

FIDRES 93.005320 Hz

sw 157727 ppm

FAMODE  Echo-Antiecho

g2 - Processing parametars.
]

096
SF 300.1300000 MHz

QSINE
3SB 2
LB 0.00 Hz
GB
PC 140

F1 - Processif rameters
si 95

MC2  echo-antiecho

SF 75.

4677490 MHz
QSINE
588
LB 0.00 Hz
GB o

Anexo 22. Mapa de contorno HSQC, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5-fenilpiridinio (IV).
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MeO

Current Data Parameters
NAME metoxi_artigo
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20101112
Time 23.10
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 8
DS 0
SWH 8223.685 Hz
FIDRES 0.250967 Hz
AQ 1.9923444 sec
RG 80.6
DW 60.800 usec
DE 6.50 usec
TE 297.9 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Pl 8.90 usec
PL1 -5.00 dB
PL1W 31.77312851 W
SFO1 400.1324710 MHz
H13 F2 - Processing parameters

ST 32768
SF 400.,1300000 MHz
WDW EM

Me SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

HE | H2
H8,12 g 11
4 JJ MJ MJ
I L L )

8. 7. 7. 6. 6. 5. 5. 4.5 .0 . 3. 2. 20 15 1.0 0.5 ppm

g e NN

Anexo 23. Espectro de RMN de 'H para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-metoxi-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters

NAME metoxi_artigo
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20101113
Time 0.20
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBQ BB-
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT D20
NS 1024
DS 4
SWH 24038.461 Hz
N FIDRES 0.733596 Hz
AQ 0.6816244 sec
13 RG 80.6
DW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 299.4 X
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO i
C9|11 ======== CHANNEL fl ========
C8,12 NuC1 13¢
Pl 8.50 usec
PL1 -4.00 dB
PL1W 74.45296478 W
SFO1 100.6228293 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NuC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 16.01 4B
PL13 12.91 4B
Me PL2W 31.77312851 W
PL12W 0.25180247 W
PL13W 0.51411468 W
cC13 SFO2 400.1316005 MHz
C3 F2 - Processing parameters
C10 C? ST 32768
CS C6 SF 100.6127671 MHz
WDW EM
Cz SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
BC 1.40
I E I > I : I j I j I d I g I > "
200 180 160 140 120 100 80 60 0 ppm

Anexo 24. Espectro de RMN de Bc para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-metoxi-fenilpiridinio (IV).

128



Current Data Parameters
NAME i

metoxi_artigo
EXPNi 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
_l__j QJ ” ppm Date_ a 20101113
Time 0.47
INSTRUM spect
r PROBHD 5 mm PABBO BB-
_IFULPFIOG 4hmbt:gpm!qf
JE— [ ) SOLVENT D20
g NS 8
[ 0 Ds 16
SWH 4012.841 Hz
FIDRES 0.979698 Hz
AQ 0.5104116 sec
- RG 80.6
Dw 124.600 usec
— i DE 6.50 usec
3 298.8
] CNST13 2.000f
3 — 20 Do 00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D& 0.25000000 sec
D18 0.00025000 sec
L INO 0.00002080 sec
40 PL1 .00 dB
PLIW 31.77312851 W
SFO1 400.1317276 MHz
I == = CHANNEL f2 ===
i NUC2 13C
— P3 8.50 usec
— ! ! PL2 4.
- 60 PL2W 74.45206478 W
— SFO2 100.6143695 MHz
— i
F GPNAM2 SINE.100
GPNAM3 SINE.100
GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
— 80 Pi6 1000.00 ussc
F1 - Acquisition parameters
NDO 2
- TD 128
SFO1 100.6144 MHz
FIDRES 187.784698 Hz
ZSH.BSTé)pm
1 oo FnMODE Qi
F2 - Processing parameters
=] 2048
SF 400.1300000 MHz
3 L WDwW SINE
ssB 0
LB 0.00 Hz
— GB
1.40
— —
1 20 F1 - Processing parameters
=) 256
—13 MC2 QF
8F 100.6127690 MHz
B WDW SINE
sSB 1]
LB 0.00 Hz
L B B B I B B B L B &o ’

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
Anexo 25. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 2, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-metoxi-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters.
A, o i
m PROCNO 1
| . . PP

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20101113
Time 1.18
PROBHD. & mm BAGBC BB
mm -
I by 0 PULPROG ~_hmbogpndaf
SOLVENT D20
NS 8
DS 16
SWH 4012.841 Hz
FIDRES _ 0.979698 Hz
| AQ 0.5104116 sec
— DW 124,600 usec
— =5 20 DE 6.50 usec
TE 297.9K
CNST13 _ 5.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
- D6 010000000 sec
D18 0.00025000 sec
- INO 0.00002080 sec
— 40 === CHANNEL f1 =====e—
NUC1 1H
P 8.90
P2 17.80 usec
PL1 -5.00 dB
3 PLIW  31.77312851 W
: s Ka SFO1  400.1317276 MHz
Y 0 e CHANINEL 2 ===
] B ™ 60 P3 8.50 usec

-4.00 dB
74.45296478 W
100.6143695 MHz

| I“

F1 - Acquisition parameters
NDO 2

™ 128
SFO1 100.6144 MHz
—100 FIDRES  187.784698 Hz
238897 ppm
FnMODE e

3 F2 - Processing parameters
l

SF 400.1300000 MHz
W SINE

— wo!
s 58B 0
—_ - 1 20 L(-:“BE 0.%0 Hz
PC 1.40

Fi- Prm:assing parameters
Sl 256

| I I I I I T T T T Wow OSTEGRO MR
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm B ogw

Anexo 26. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 5, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-metoxi-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters

NAME abr30gspH
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100430
Time 10.41
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 32
DS 0
SWH 6188.119 Hz
FIDRES 0.188846 Hz
AQ 2.6477044 sec
RG 161
DW 80.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
=_======= CHANNEL f1 =_=======
NUCA 1H
P1 8.50 usec
PLA1 1.00 dB
H13 PL1W 9.77678490 W
SFO1 300.1318542 MHz
F2 - Processing parameters
Sl 32768
SF 300.1299759 MHz
WDW EM
He || H2 L5 0.30 H
. z
H9,11 H8,12 GB 0
H4 PC 1.00
L (| N
A T T N T T T IR IR I T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

BE 8 Q@ @

Anexo 27. Mapa de contorno HSQC, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo-5- p-metoxi-fenilpiridinio (IV).
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rrent Data Parameters

Cu
NAME

abrangspH

EXPNO
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
0100430

Date_

Time
INSTRUM

spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbcgplpndgf
4096

TD
SOLVENT D20
NS 8

DS 6
SWH 3605.769 Hz
FIDRES 0.880315 Hz
AQ 0.5680287 sec
RG
bW 138.667 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
CNST13 2.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.25000000 sec
D16 0.00050000 sec
INO 0.00002600 sec
CHANNEL t
NUC1 1H
P1 8.75 usec
P2 17.50 usec
PL1 1.00 dB
PLIW 9.77678490 W
SFO1 300.1313506 MHz
CHANNEL 2
Nucz 13C
P3 9.70 usec
PL2 -2.00 dB.
PL2W 148.49397278 W
SFO2 75.4760505 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
PNAM1 SINE.100
GPNAM2 SINE.100
GPNAM3 SINE.100
GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
b cql pal

TD
SFO1
FIDRES

14
FnMODE

256
75.47605 MHz
75.181221 Hz
255.000 ppm

QF

F2 - Processing parameters
=l 2&3

SF
wow
SSB
LB
GB
PC

sl
MC2
SF
wDwW
SSB

LB
GB

300.1289746 MHz
SINE

0.00 Hz
0
1.00

F1- F'mcessig%gﬂrameters

Ql
75.4675178 MHz
SINE

2

0.00 Hz
o

Anexo 28. Espectro de RMN de 13C, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-nitro-fenilpiridinio (IV).



PN ﬁirl\;legl Data F‘;aramenie_{rs
abr30gspl
13 EXPNO 4
PROCNO 1
L F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100430
) L N N M Ppm Time 1552
INSTRUM E
8 PROBHD_ 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbcgplpndgf
D 4
- . - 0 SOLVENT D20
NS 8
L DS 16
SWH 3605.769 Hz
R FIDRES 0.880315 Hz
" : 1 - AQ 0.5680287 sec
“ " 20 AQ B0z
bw 138.667 usec
[ E 6.50 usec
TE 298.2 K
[ L 40 CNST2  145.6000000
CNST13 _ 5.0000000
. . DO 0.00000300 sec
F D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
. [ . o D6 0.10000000 sec
. ~ 60 D16 0.00050000 sec
2 56C
s INO 0.00002600
. L
GHANNEL f1
NUC1 1H
— 80 P1 8.75 usec
P2 17.50 usec
PL1 1.00 dB
r PLIW 9.77678490 W
SFO1  300.1313506 MHz
100 CHANNEL 2
NUC2 13C
t P3 9.70 usec
PL2 2.
PL2W  148.49397278 W
120 SFO2 754760505 MHz
° L ====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SINE.100
GPNAM2 SINE.100
1 40 GPNAM3 SINE.100
® GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
- r GPZ3 40.10 %
- e P16 1000.00 usec
1 60 F1 - Acquisition parameters
NDO 2
F T 2t
SFO1 75.47605 MHz
FIDRES  75.181221 Hz
180 sw 255.000 \ppm
FnMODE Q
. Q . F|2 - Processing parameters
— 200 SF 300.1299745 MHz
WDW SINE
SSB 2
r LB 0.00 Hz
GB 0
220 PC 1.00
F1 - Processing parameters
+ sI 512
MC2 QF
SF 75.4675136 MHz
R —————————————————T Yy WDW SINE
I I T I I I T T I I I T SSB 2
LB 0.00 Hz
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 ppm & 3

Anexo 29. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 5, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0xo0-5- p-nitro-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters
NAME

spH
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
L L M _ PPmM Date_ 20100430
Time 14.56
INSTRUM e
[ PROBHD_ 5 mm PABBI 1H/

PULPROG  hmbegplpndaf

- D
* f ' 0 SOLVENT D20
' NS 8
3 DS 16
SWH 3605.769 Hz
} L FIDRES 0.880315 Hz
. " 20 AQ 05680287 sec
RG 161
L ow 138,667 usec
g Sae
f f 298,2
¢ — 40 CNST2  145.0000000
CNST18 80000000
d Do 0.00000300 sec
[ D1 1.00000000 sec
. . , D2 0.00344828 sec
. — 60 D& 0.06250000 sec
. D16 X 00 sec
R INO  0.00002600 sec
======== CHANNEL 1 ========
- 80 NUC1 H
P1 8.75 usec
P2 17.50 usec
L PL1 1 B

PLIW 9.77678480 W
SFO1 300.1313506 MHz

~100

======== CHANNEL {2 ========
[ NUC2 13C
P3 9.70 usec
PL2 -2.00 dB
— 1 20 PL2W 148.49397278 W
SFO2 75.4760505 MHz
.
- r ====—= GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SINE.100
[ 1 40 GPNAM2 SINE.100
- . GPNAM3 SINE.100
Z1 50.00 %
L Gl 0.00 %
- é GPZ3 40.10 %
160 P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
| NDO 2
TD 256
SFO1 75.47605 MHz
— 1 80 FIDRES 75.181221 Hz
sw 255.000£pm
FnMODE Ql
¢ F2 - Processing parameters.
- 200 sl 2048
SF 300.1299746 MHz
wDwW SINE
- SSB 2
LB 0.00 Hz
GB 1]

220 PC 1.00

F1 - Processing parameters
Sl 512

mMC2 QF
B e B i A A AR Y Ezn;v 75"’5753?&'53””’
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm R 0.0 He

Anexo 30. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 8, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-nitro-fenilpiridinio (IV).
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N

Current Data Parameters
NAME abr3| H

EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
N ppm Dats_ = 20100430

Time 18.00
INSTRUM sgem

' FiEoags o v
-l

o | 0 SOLVENT D20
NS 16
Ds 16
L SWH 3605.7
FIDRES _ 0.880315 Hz
AQ 5680287 500
RG 161
= — 20 DW 138.667
DE 8.50 usec
258.7 K
L CNST2 145,
o 0.00000300 sec
- b1 1.00000000 sec
— 40 D4 0,00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.0 560
D16 0.00020000 sec
b 000345000 s
- = INO___ 0.00003010 sec
ZGOPTNS
- 60 e CHANNEL ] ==—=——ee
= NUCT 1H
L P 8,50 usec
P2 17.00 usec
P28 1000.00 usec
PL1 1.00 dB
— 80 PLIW  0.77678490 W
SFO1  300.1313515 MHz
t e GHANNEL f2 ==oeeee
CPDPRG2 am
NU 1
| . 1 00 P3 9.70 usec
P4 19.40 usec
PCPD2 70,00 usec
L2 2.00 dB
3 PL12 30 dB
PL2W 14849307278 W
PL12W 2.76508713 W
120 SFO2 754749184 MHz
- i - ====== GRADIENT CHANNEL =====
= L GPNAM1  SINE.100
GPNAMZ  SINE.100
PZ1 80.00 %
GPZ2 20.10 %
~140 P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
NDO 2

512
SFO1 75.47492 MHz
160 FIDRES  32.430630 Hz
SW 220,000 ppm
FnMODE  Echo-Antiecho
r F2 - Processing parameters.
] 2058
SF 300.1300000 MHz
QSINE

~180 How

LB 0. D% Hz
8 GB
PC 1.00
L 200 §: = Pronesslﬁgzﬁamnsmers

2

] T T T T T T T T a - 1 i I . ‘ %‘;W %cg%gé?.:::i‘zmuz
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm Eﬁiﬁ o.%%Hz
Anexo 31. Mapa de contorno HSQC, para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-nitro-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters

NAME abrl9gspl
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100418
Time 17.34
INSTRUM spect
PROBHD S5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 1
DS 0
SWH 6188.119 Hz
FIDRES 0.188846 Hz
AQ 2.6477044 sec
RG 114
H13 DW 80.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 2l:
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Pl 8.50 usec
PL1 1.00 dB
PL1W 9.77678490 W
SFO1 300.1318542 MH=z
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 300.1298919 MHz
H2 WDW EM
HG SSB a
LB 0.30 Hz
Ho,11 H8,12 b ;
’ PC 1.00
H4
| - l
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

2 L

Anexo 32. Espectro de RMN de 'H para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-cloro-fenilpiridinio (IV).
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200 180 160 140 120 100 80

—
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Current Data Parameters

NAME abr19gspl
EXPNO 7
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100420

Time 8.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBTI 1H/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT D20

NS 6144

DS 0

SWH 18028.846 Hz
FIDRES 0.550197 Hz
AQ 0.9088159 sec
RG 16

DW 27.733 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCl 13C

P1 9.00 usec
PL1 -2.00 dB
PL1W 148.49397278 W
SFOL1 75.4752944 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6

NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 1.00 dB
PL12 22.31 dB
PL13 24.00 dB
PL2W 9.77678490 W
PL12W 0.07230963 W
PL13W 0.04200000 W
SFO2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 75.4675500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.00

Anexo 33. Espectro de RMN de "°C para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-oxo0-5- p-cloro-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters
NAME abriggspl
EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20100419

[ h m Time _ .
- pp INSTRUM E
PROBHD 5 mm PABBI 1H/

PULPROG hmbegplpndgf
E TD 4096 apipndg
=11 ) = 0 SOLVENT D20
F NS 8
DS
SWH 3360.215 Hz
FIDRES 0.820365 Hz
E ™ AQ 0.6095348 sec
— 20 RG 114
E DW 148.800 usec
Di 6.50 usec
= TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
1 2.0000
— 40 Of sec
D 1 sec
D2 0.00344828 sec
3 D8 25000000 sec
D16 0.00050000 sec
—A 0 INO 0.00002785 sec
— . 6 T CHMﬁEL [ R
3 L Pi 5.75 usec
P2 17.50 usec
PL1 1.00 dB
— 80 PLIW 977678430 W
SFO1 300.1313555 MHz
======== CHANNEL 2 ========
NuCc2 13C
P3 9.70 usec
—100 PL2 -2.00 dB
PL2W 148.49397278 W
SFO2 75.4752203 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SINE.100
[ 1 20 GPNAM2 SINE.100
GPNAM3 SINE.100
L GPZ1 0
— G .00 %
— L}
.00 usec
—140
F1 - Acquisition parameters
NDCDACCI %
o ' TD
SFO1 75.47522 MHz
— 1 60 FIDRES 35.084183 Hz
sw 238.000 ppm
FnMODE QF
F2- Pmcessinogdparan'retsrs
sl 2048
— 1 80 SF 300.1300000 MHz
WDowW SINE
SSB 2
3 2 ¥ LB 0.00 Hz
i GB 1)
PC 1.00
200 F1 - Processing parameters
8l 5
i Mc2 QF
SF 75.4677490 MHz
‘WDW SINE

B L ) L B B IR L B B L I L 1) B B S B IS L R SSB
LB OV%OHz

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm a8
Anexo 34. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 2 para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-cloro-fenilpiridinio (IV).
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v . ppm
4 ' - 0
1 — 20
— 40
] ' ] L) |
] . ¢ = — 60
— 80
—100
o | ' ' N —120
Ek - . . 3
— - —140
— - °
—160
—180
__ 3 . ¢ L
) —200
T T T T T T \ T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Current Data Parameters

NAME abr19gspi
EXPNO 4
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters.

Date_ 100419

Time 20.56

INSTRUM 8

PROBHD 5 mm PABBI 1H/

PULPROG hmbcgplpndat
4096

TD
SOLVENT D20
NS 8

16
SWH 3360.215 Hz
FIDRES 0.820365 Hz

AQ 0.6095348 sec
RG 114

DwW 148.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CNST2  145.0000000
CNST13 5.0000000
Do 0. 0300 sec
D1 14 0000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.10000000 sec
D16 0.00050000 sec

INO 0.00002785 sec

======== CHANNEL {1 ========
NUC1 1H

P1 8.75 usec

P2 17.50 usec

PL1 1.00 dB

PLIW 977678490 W
SFO1  300.1313655 MHz

===—==== CHANNEL {2 ========
Nucz 13C

P3 9.70 usec

PL2 -2,

.00 dB
PL2ZW 148.49397278 W
SFO2 75.4752203 MHz

Z 30,00
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
NDO 2

TD 512

SFO1 75.47522 MHz
FIDRES 35.084183 Hz
sw 238.000 'gpm
FnMODE Q

F2 - Processing parameters

SF 300.1300000 MHz
ngW SINE

SB 2
Le 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

F1- F'rocessing parameters
Sl 512

MC2 QF

SF 75.4677490 MHz
WDW SINE

SSB 2
Le 0.00 Hz
GB 0

Anexo 35. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 5 para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-cloro-fenilpiridinio (IV).
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AN A }L 1 ppm

— 40
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] ; N — 60

- : ' |
— 80
—100
] - 3 —120
— . ~140

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 (i} ppm

Current Data Parameters
NAME abri9gsp1
EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100419

ime X
INSTRUM spect
PRCBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hm e
TD AOBbggPlp it
SOLVENT D20
NS

SWH 3360.215 Hz

FIDRES 0.820365 Hz

AQ 0.6095348 sec
1

RG
pw 148.800 usec
DE 6.50 usec

TE 298.0 K
CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000
Do 0.1

00000300 sec
D1 0
D2 00344828 sec
De 06250000 sec

======== CHANNEL f| =======x
NUC1 1H

P1 8.75 usec

P2 17.50 usec

PL1 1.00 dB

PLIW 9.77678490 W
SFO1 300.1313555 MHz

=mm==mm== CHANNEL 2 s=s=====
NUC2 13C
P3 9.70 usec

PL2 2.
PL2W 148.49397278 W
SFO2 75.4752203 MHz

= GRADIENT CHANNEL =====
M1 SINE.100

1000.00 usec
F1- uisition parameters
Nm"‘ﬁq P

512
SFO1 75.47522 MHz
FIDRES 35.084183 Hz

sw 238.000 ppm

FnMODE Q?p

glz - Procass[zng parameters

SF 300.1298914 MHz
SINE

wDw

88B 2

LB 0.00 Hz
GB

PC 1.00

F1 - Processing parameters
| 512

MC2 QF

SF. 75.4677490 MHz
WDwW SINE

888 2

LB 0.00 Hz

GB o

Anexo 36. Mapa de contorno HMBC "Jcy = 8 para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-0x0-5- p-cloro-fenilpiridinio (IV).
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Current Data Parameters
NAME demetil-91
1

EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 2010061
Time 15.21
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG 2930
TD 32768
A SOLVENT Acetone
NS 8
DS 0
SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.134320 Hz
1 1 T T -7 T 1T "~ T "~ T "~ T "~ T "~ I[~ T "1 AQ 3.7224948 sec
9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 80 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm RG 80.6
BE, 12335.800 usec
.50 usec
(3@.7 (57 (37 ﬁﬁé’ﬁ"’_’ TE 298.9 K
= o o —irlaiN D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL {1 ========
NUC1 1H
P1 7.25 usec
PL1 -1.44 dB

PL1W 13.99780655 W
SFO1 400.1317407 MHz

F2 - Processing parameters
Si 131072

SF 400.1299424 MHz
WDW EM

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
H8,12 M
""""" | AR R DR B R T B B B |
6 5 4 3 2 1 0 ppm

9 8 7
LEEREE E
Qloloiv~v~cic o«

Anexo 37. Espectro de RMN de 'H para o brometo 3-hidréxi-1-metil-5-fenilpiridinio (VA).
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H8,10

H5 7,11
H3
Current Data Parameters
NAME fev25gspH1
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100225
Time 9.16
""" | RIS U] [T 2 I ) IR T I | L INS(:)I‘HUM s(gect i
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 ppm PULPROG 2930
~ (832 ggLVENT 32768D20
=
2 =2IElEl= NS 32
DS 0
SWH 5175.983 Hz
FIDRES 0.157958 Hz
AQ 3.1654389 sec
RG 256
DW 96.600 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
===—==== CHANNEL f{ ========
NUC1 1H
P1 13.00 usec
PL1 -6.00 dB

SFO1 250.1315447 MHz

F2 - Processing parameters

Me Si 131072
SF 250.1305206 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

O[T S (=]
R 2UR R o
Olr=ir~=ir~ivr=|v Ly

Anexo 38. Espectro de RMN de 'H para o brometo 1-metil-3-6xido-5-fenilpiridinio (VIA).
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Current Data Parameters

NAME jul15gspH
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20100715
Time 15.59
INSTRUM

spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg30
TD 32768

SOLVENT CDCI3
NS 1

DS 0
SWH 8223.685 Hz
FIDRES 0.250967 Hz
AQ 1.9923444 sec
RG 45.2
DW 60.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.4 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUCA1 1H
P1 7.25 usec
PL1 -1.44 dB
PL1W 13.99780655 W
SFO1 400.1324710 MHz
F2 - Processing parameters
Si 32768

N(CHB)E SF 400.1300076 MHz
wDwW EM
SSB 0

Me LB 0.30 Hz
-
1.00
H3 Hg H4 %
| LJNJ_I k UL———-a.-
I IR I [ [ T [ e \ [
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

g = -

ol - L] w0

Anexo 39. Espectro de RMN de 'H para o brometo de N,N-dimetilcarbamato de N’-metilpiridinio (VIIA).
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[File # 1 : ALCOOLBR Mode = 2 (Mid-IR)

12/1/10 9:55 AM |
Sample Description: Glaucia KBr

Scans = 16 Res =4 cm-1 21 scans/min Apod = Cosine
J/L\\’\/Vﬁfm\\\
& 4 ;‘ \
50+ 2 \
2L |
Ve (&5 o \ =
e -~ 0 B \ &
: = '1 , =
404 T~ / ~ \, | =
il \ fv- |‘ ;"r.= f ..I ~
\ f | | \ | L% |1 —_
\ ] VAN | &
\ / | | | /
._\) "\!, \. ( ‘| { i ~ !NF'
30 \ / *:/~J 1‘ | ' l nﬁ;fﬂ [
\ / oo ? VoAl
; / = . ViR
\ / co | f ' N Y, ’
: [, = ‘ gf I wl
\\ ; ‘ ”l,’/y ‘. s
20 NV, | 1 &
= V% | & P
on ~ W ey
= = = s
T I o = T =
4000 3000 2000% = 1000

Anexo 40. Espectro de Infra-vermelho o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio (VB).
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NAME  reducac_b_115
EXPNO 1
BROCNO 20101 E,
5 ate 0101008
HS HS H1 H1’ Time 18.09
INSTRUM spect
o PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zg30
TD 32768
— . : : , SOLVENT D20
I I I I I NS 8
4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 ppm DS 0
SWH 4295.533 Hz
of e T 0 FIDRES 0.131089 Hz
S @ 2 S AQ 3.8142452 sec
=l e = - RG 101
DW 116.400 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
H2 D1 1.00000000 sec
TDO 1
NUCA 1H
P1 8.90 usec
PL1 -5.00 dB
PL1W 31.77312851 W
SFO1 400.1316569 MHz
sl 32768
SF 400.1299646 MHz
WDW EM
SSB 0
IC_QB 0.30 Hz
B 0
H7-11 PC 1.00
N(CH3)2
DSS
H3 DSS DSS
) I A |-

TR I I RERES T I ! PR i I I RS E T

8 7 6 5 4 3
oo gy 3%z

Anexo 41. Espectro de RMN de 'H para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio (VB).
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NAME  reducao_b_115
[0} 2

EXPN

PROCNO 1
Date_ 20101008
Time 20.21
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 2048

DS 4

SWH 13227.514 Hz

FIDRES  0.403672 Hz
AQ 1.2386804 sec
RG 203
DW 37.800 usec
DE 6.50 usec
C8,10 TE 298.7 K
D1 2.00000000 sec
C7,11 D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL {1 ========
NUC1 13C
P1 8.50 usec
PL1 -4.00 dB
PLIW  74.45206478 W
SFO1  100.6198697 MHz
======== CHANNEL {2 =======—
CPDPRG2  waltz16
Cc2 DSS NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
C9 DSS DSS PL2 -5.00 dB
PL12 16.01 dB
C3 PL13 12.91 dB
ca PL2W  31.77312851 W
PL12W  0.25180247 W
PL13W 051411468 W
SFO2  400.1316005 MHz
c6 G5 |N(CH3)2 Sl ares
C1 SF 100.6127671 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

L I L L L L L L L LT L L LA AL LI LI N LS L LB S ELLA UL L

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
Anexo 42. Espectro de RMN de 'H para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio (VB).
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reducao_b_115
3
1
20101008
20.22

INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-

$SLPROG hsqcetgp
SOLVENT D20
NS 8
DS 8
SWH 3196.931 Hz
FIDRES 0.390250 Hz
AQ 1.2812788 sec
RG 101
DW 156.400 usec
DE 6.50 usec
E 8.4 K
CNST2 145.0000000
0 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00025000 sec
INO 0.00003780 sec
ZGOPTN
======== CHANNEL {1 ========
NUC1 1H
P1 8.90 usec
P2 17.80 usec
P28 1000.00 usec
PL1 -5.00 dB
PL1W 31.77312851 W
SFO1 400.1316029 MHz
E?D_TF_FT? CHANNEL 2 ========
2 a
NUC2 128"
P 8.50 usec
P4 17.00 usec
PCPD2 60.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 120.00 dB
PL2W 74.45296478 W
PL12! .
SFO2 100.6198716 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 INE.100
GPNAM2 SINE.100
GPZ1 80.00 %
GPZ2 20.12 %
P16 1000.00 usec
NDO 2
D 1024
SFO1 100.6199 MHz
FIDRES 12.917499 Hz
W 131.460 ppm
FnMODE Echo-Antiecho
Sl 16384
SF 400.1299597 MHz
WDW QSINE
s8B 2
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
il 2048
MC2  echo-antiecho
SF 100.6127690 MHz
WD! QSINE
SsB 2
LB 0.00 Hz
GB 0

Anexo 43. Mapa de contorno HSQC para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio (VB).
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9 7
& 3 OH
10 37 5 NAME  reducao_b_115
11 EXPNO 4
PROCNO 1
5~p~ 1 Date_ 20101009
/ \ Time 1.39
PROBHD. 5 mm BABBO B
P HD 5 mm PA| B-
A WM Y ﬁ . Ppm PULPROG  cosygpqf
o ™ 4096
SOLVENT D20
t NS 8
— . - [ ] r DS 16
, SWH 3196.931 Hz
Fq FIDRES  0.780501 Hz
. AQ 0.6406644 sec
t RG 101
r DwW 156.400 usec
# L DE 6.50 usec
- " P " t TE 298.3 K
i DO 0.00000300 sec
; -2 D1 1.48689198 sec
. D13 0.00000400 sec
r D16 0.00025000 sec
L INO 0.00031280 sec
! r ======== CHANNEL 1 ======:
L - ¢ - NUCH 1H
” [ PO 8.90 usec
. - &% [ P1 8.90 usec
" & P r PL1 -5.00 dB
-~ r PL1W  31.77312851 W
® 2. - SFO1  400.1316029 MHz
=4 —==——= GRADIENT CHANNEL =
. . . . GPNAM1 SINE.100
= - 2% . GPZ1 10.00 %
- P16 1000.00 usec
_ : NDO 1
. -+ ;. E D 512
-5 SFO1 400.1316 MHz
I FIDRES  6.244007 Hz
F SwW 7.990 ppm
: FnMODE QF
— S| 8192
: SF 400.1299626 MHz
-6 WDW SINE
C SSB 0
—_ a - "W e IéBB 0'000 Hz
, PC 1.40
. S| 512
L7 MC: QF
; SF 400.1299619 MHz
WD SINE
- Y SSB 0
2 _ LB 0.00 Hz
r GB 0
e -8
R B B B B B B L B B B RN B
80 75 7.0 65 6. 5. 5.0 45 4. 35 3. 2. 20 15 1.0 05 ppm
Anexo 44. Mapa de contorno COSY para o brometo de 2,6-tetraidro-N,N-dimetil-3-hidroxi-5-fenilpiridinio (VB).
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