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ESTUDO FITOQUIMICO EM ESPECIES DO GENERO SENECIO (ASTERACEAE)

RESUMO

Palavras chaves: alcalbides, pirrolizidinicos, macrociclicos, jerguensina.

O nosso trabalho tem por objetivo o estudo fitoquimico de espécies brasileiras
do género Senecio (Asteraceae), dirigido para o isolamento e identificacdo dos
alcaldides pirrolizidinicos encontrados nestas espécies. O Género Senecio (Familia
Asteraceae) € fonte de alcaidides pirrolizidinicos macrociclico. Estes alcaldides sio
hepatotoxicos e responsaveis por envenenamento em animais domeésticos e
humanos. Desempenham também importante papel ecoldgico como defesa quimica
para alguns insetos. Este género se encontra distribuido por todo o mundo com
excegdo das regides polares e Amazbnica. No Brasil existem 85 espécies
registradas.

Para o nosso estudo foram realizadas coletas no estado de Sdo Paulo, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. As coletas foram em outubro 2000 periodo
caracteristico de inflorescéncia do género.

iniciamos nosso trabalho com S. bonariensis de onde isclamos senecionina e
platifilina, das demais espécies estudadas obtivemos de S brasiliensis:
intergerrimina e retrorsina; de S. oleosus: senecionina e retrorsina,; de S
conyzaefolius: retrorsina, otosenina e serquenquina; e de S. juerguensis: sarracina e
um novo alcaldide (juerguensina). Os alcaldides pirrolizidinicos macrociclicos sac
excelentes estruturas para estudos nas diversas técnicas espectroscopicas devidos
aos seus efeitos de configuragdo e conformagdo. O presente trabalho vem
padronizar tecnicas cromatograficas para isolamento de APs e a utilizacdo de

tecnicas espectroscédpicas na elucidacdo estrutural destes macrociclicos.
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ESTUDO FITOQUIMICO EM ESPECIES DO GENERO SENECIO (ASTERACEAE)
ABSTRACT
Keywords: alkaloids, pyrrolizidine, macrocyclic and juerguensina

The goal of this work is to phytochemically study Brazilian species of the genus
Senecio (Asteraceae) towards the isolation and identification of pyrrolizidine alkaloids.
The genus Senecio (Asteraceae) is the source of macrocyclic pyrrolizidine alkaloids.

Such compounds are hepatotoxic and responsible for poisining of animals and
humans. They also play na important role in ecology as chemica! defensive in some
insects. This genus is found world-wide except for the polar regions and the Amazon.
There are 85 catalogues species in Brazil. Plants collected in QOctober 200 during the
genus flowering in the states of Sdo0 Pauio , Santa Catarina and Rio Grande do Sul
were used during this work. The first studied species was S. bonariensis from which
senecionine and platifiline were isolated. The following compounds were found in
each species. S. brasiliensis: intergerrimine and retrorsine: S. ofeosus: retrorsine and
senecionine; S. conyzaefolius; retrosine, otosenine and sequenquine; S. juerguensis:
sarracine and an unreported alkaloid (juerguensine). The macrocyclic pyrroiizidine
alkaloids are excelent structures for spectroscopic studies in different technigues due
to their configurations and conformations. The present work standardizes
chromatographic techniques for the isolation of pyrrolizidine alkaloids and the use of

spectrocopic techniques in their structural elucidation.
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Introducédo 1

1 - INTRODUGAOQ

1.1 - Familia Compositae (ASTERACEAE)

A familia Compositae € uma das mais vastas em distribuicdo no planeta.
Conhecem-se cerca de 20.000 espécies (Schultz, 1990), tendo aproximadamente
920 géneros, cerca de 98% das espécies constituidas por plantas de pequeno porte
(Joly, 1966). Em geral s&o ervas, e somente nas zonas tropicais e subtropicais
chegam a formar arbustos e até arvores (Schultz, 1990).

Sao géneros desta familia: Senecio, Ageratum, Eupatorium, Baccharis,
Mikania e Vernonia. Nosso trabalho concentra-se em Senecio. Neste género
encontra-se na literatura varios trabalhos em fitoquimica com diversas estruturas
isoladas como os triterpenos de Senecio selfoi (Riicker e col., 1999),
furanoeremofilano de Senecio flavus (Torres e col., 1999), triterpenos polihidroxilados
(Tommas e col.i, 1998), sesquiterpeno de Senecio flammeus (HU e col., 1998),
sitosterol de Senecio bonariensis (Jares e col., 1990), e alcaloides pirrolizidinicos
(Bohlmann e col., 1986/ Pérez-Castorena e col., 2000/ Were e Benn, 1991). Entre as
varias classes de compostos existentes neste género, os alcaldides sdo os mais

pesquisados devido a sua importancia toxicolégica.

1.2 - Senecio no Brasil

O Geénero Senecio esta distribuido por todo o mundo com excecdo do
continente Antartico, certas ilhas do Pacifico e na regido Amazénica, sendo que a
maior concentragcao de especies encontra-se nas regides montanhosas da América,
Africa e Asia.

No Brasil, o numero de espécies do género Senecio esta limitado a regido
extra-amazodnica, com as maiores concentragdes de espécies se encontrando nas
regides montanhosas, como nas serras de Minas Gerais, na Serra da Mantiqueira,
na serra do Paranapiacaba, na Serra Geral e na Serra do Mar.

O numero de especies em cada estado € bastante variavel e foi registrado no
Brasil por Cabrera (1958)(Tabela 1).
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Tabela 1 — Namero de espécies Senecio por estado no Brasil

Estado N°  Estado N°
Bahia 01 Goias 02
Minas Gerais 22 Espirito Santo 05
Rio de Janeiro 24 Séo Paulo 17
Parana 21 Santa Catarina 11
Rio Grande do Sul 24

1.3 - Classificagdo Botanica de Senecio
Familia : Asteraceae

Subfamilia : Asteroideae

Tribo : Senecioneae

Subbtribo : Senecioninae

Género : Senecio

1.4 - Alcaléides

Os alcaldides constituem um vasto grupo de metabolitos secundarios com
grande diversidade estrutural (Figura 1) (Henriques e col., 1999) representando
cerca de 20% das substancias naturais descritas (Swan, 1966) e podendo ser
encontrados em animais e alguns organismos (bactérias e fungos) (Hess, 1978:
Mann, 1987). Os alcaldides s&o biosintetizados a partir de aminoacidos alifaticos e
aromaticos (McKillop, 1970) ou também por origem biogenética mista (Mann, 1987).

Uma definigdo para esta classe de substancias apresenta certa dificuldade,
devido a auséncia de uma separagdo precisa entre alcaldides propriamente ditos e
aminas complexas de ocorréncia natural (Henriques e col. 1999; Hess, 1978).
Pelletier em 1983, formulou a seguinte definicdo: "Alcaléide é uma substancia
orgénica ciclica, contendo um nitrogénio em estado de oxidagdo negativo, cuja

distribui¢ao ¢ limitada entre os organismos vivos" (Figura 1) (Pelletier, 1983).
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Figura 11 — Alcaiéides e suas principais formas estruturais.

1.5 - Alcalbides Pirrolizidinicos

Dentre as classes de alcaldides existentes, uma ciasse tem se destacado nas
Ultimas décadas. os alcaldides pirrolizidinicos (APs). Estes alcaldides tiveram sua
primeira revisdo em 1950 com apenas 27 estruturas e este numero foi aumentado
consideravelmente entre 1966-68 com o registro de mais de 100 estruturas.
Hartmann e Witte (1995) relatam a exisiéncia de 370 estruturas conhecidas de 560
espécies estudadas.

Alcaléides pirrolizidinicos {APs) sdo encontrados por todo 0 mundo em plantas
que crescem em diversos ambientes (Mattocks, 1986). Podem ser encontrados na
familias Compositae (Senecio, Eupatorium e em outro género das tribos
Senecioneae e Eupatorieae), Boraginaceae (Heliotropium, Trichodesma, Symphytum
e na maioria de outros géneros) e Leguminosa (género Crotalaria) (WHO, 1988).
Estima-se que mais de 6000 especies contenham alcaldides pirrolizidinicos, o que

corresponde a 3% das angiospermas (Robins, 1989).
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Os Alcaldides pirrolizidinicos constituem uma ampla classe de produtos
naturais baseado em dois anéis de cinco membros com um atomo de nitrogénio na
posicdo 4 (Smet e col., 1992), formando um sistema 1-azabiciclo-[3,3,0]-octano
(Figura 12). Rizk (1991) definiu o anel pirrolizidinico como a fuséo de dois anéis por
um atomo de nitrogénio agindo como cabega de ponte. A maioria dos APs sdo
derivados de amino alcoois, definido como base necina (1-hidroximetil pirrolizidina),

podendo ser encontrado na forma de base livre ou de N-6xido (Mattocks, 1986).

OH
OH
N
N N ¥
O
1-azabiciclo-[3,3,0]-octano I-hidroximetilpirrolizina  N-éxido (1-hidroximetilpirrolizi

Figura 12 — Estrutura basica (alcaléides pirrolizidinicos).

Comumente, os APs ocorrem como ésteres de uma base necina e de um
acido nécico (Figura 13) (Robins, 1989).

Retronecina Heliotridina

i H
PE X
COOH

v OH

Otonecina

Acido (+) - Tranquelantico Acido Angélico Acido Intergerrinécico

Figura 13 — Estruturas de algumas bases e acidos nécicos
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1.6 - Classificagao de Alcaldides Pirrolizidinicos (APs)

Os alcaloides pirrolizidinicos sdo genericamente alcaldides esterificados,
compostos por uma base necina e um acido nécico. A base necina difere no grau de
hidroxilagdo, estereoquimica, substituintes e no grau de insaturagdo do anel
(geraimente 1,2-insaturado). Alcaldides pirrolizidinicos usualmente ocorrem sob a
forma de monoesteres, diesteres ou diésteres ciclicos e geralmente em C-7 e C-9
(Robins 1989). Apresentam-se também como diésteres ou triésteres de cadeia
aberta ou sob a forma de macrociclo (Hartmann & Witte 1995). Culvenor (1978)
analisou as implicagdes da taxonomia e filogenia da ocorréncia de APs nos seus
diversos niveis de géneros e os classificou em trés tipos: a) ésteres alifaticos
monocarboxilicos, caracteristicos de Boraginaceae: b) diésteres macrociclicos,
comuns em Senecioneae (Asteraceae) e no género Crotalaria (Fabaceae): ¢) ésteres
arilicos, que s&o &cidos tipicos de Orchidaceae.

A partir da classificagdo proposta por Culvenor (1978), Hartmann e Witte
(1995) propuseram uma nova classificagdo incluindo implicagdes biogenéticas,
ficando assim classificados (Figura 14):

Tipo Senecionina (A) — A maioria € representada por diéster macrociclico de 12
membros, gue sao derivados de estruturas ciclicas do tipo senecionina.

Grupo senecionina (A¢) — Estas estruturas s&do consideradas derivadas da
senecionina, formada pela modificagdo quimica tanto da base necina como do acido
nécico. Existe evidéncia de que este grupo € produto de biosintese primaria. Os
acidos nécicos sdo biogeneticamente derivados de isoleucina. Os ésteres
otonecinicos s&o frequentemente separados deste grupo porque mostram ser
produtos de transformagdo de ésteres retronecinicos. Também s&o incluidos neste
grupo os acilpirrdis em acidos nécicos, com o respectivo éster retronecinico.

Grupo senecivernina (A;) — Pequeno grupo que ocorre em A;, do qual &
distinguido pela diferenga do acoplamento C-C na parte do acido nécico.

Grupo Nemorensina (Asz) — Macrociclico de 14 membros com acido
presumivelmente derivado de leucina e isoleucina.

Grupo Rosmarinina (As) - Sdo APs com C ou C; hidroxilado.
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Tipo Triangularina (B) — Monoésteres ou diésteres com acido em Cs (a maioria
anfoloila, tigloila ou senecioila) e seus derivados hidroxilados.

Grupo Triangularina (B1)} — Monoésteres ou diésteres de C; e Cy com base
necina hidroxiladas.

Grupo Macrofilina (B,) — Monoésteres ou diésteres em C, e Cg com base do
tipo necina hidroxiladas e de estruturas derivadas complexas.

Grupo Senampelina (B;) — Diésteres do tipo B4, sendo a base necina um
acilpirol ou um derivado com um grupamento oxo no carbono Cs. O grupo Bj é

pequenc e pode apresentar esterificagdo, como o grupamento acetato.

Tipo Licopsamina (C) — Monoésteres ou diésteres contendo o acido nécico acido e
0 acido 2-isopropilbutirico hidroxilados. Este substituinte no carbono C; é unicamente
encontradc em APs. As estruturas basicas apresentam-se como quatro
esterecisOmeros (+) e (-) do acido traquelantico e (+) e (-} do acido viridiflorico e
seus derivados.

Grupo Licopsamina (Ci) — Monoésteres ou diésteres levando a éacidos
esterificados exclusivamente em C; e Cg tendo C,-OH na base necina. Diésteres
apresentam um segundo acido nécico que pode ser acetato ou um acido em Cs.

Grupo Isolicopsamina (C;) — Monoésteres ou diésteres, com acidos
esterificados exclusivamente em C; e Cg, tendo um hidroxila no carbono Ca.

Grupo Latifolina (Cs) - Parecido com o grupo Cq, mas a parte 4cida em Cs
forma um anel lactona de cinco membros.

Grupo Parsonsina (Cs) — APs macrociclicos, onde a estrutura macrociclica é
formada a partir de um éster que liga os dois acidos nécicos em C; e Cs Também
apresentam grupamentos hidroxilas nos ésteres de C-7 e C-9,

Tipo Monocrotalina (D) — Macrociclico de 11 membros com base do tipo retronecina

e uma variagao de substituicdo associada a parte do acido nécico.

Tipo Falaenopsina (E) — Monoéster de (-) isoretronecanal, lindelofina, laburnina ou

{-)-traguelantamina, com arila e arilalquila e raramente com alquila no acido nécico.
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Tipo Lolina (L) — As lolinas s&o derivados de 1-aminopirrolizidinas com ponte éterea
igando C; e C; Eles sdo biogeneticamente ndo relatados para o 1-

hidroximetilpirrolizidinas.
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Figura 14 — Classificagdo dos alcaloides pirrolizidinicos, sequndo Hartmann e Witte
(1995).
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1.7 - Toxicologia de APs

Diversas atividades bioldgicas descritas para os alcaldides sdo relacionadas
com a sua variedade estrutural (Hesse, 1981). Devido a seu gosto amargo e
toxicidade, atuam como repelentes de herbivoros (Henriques e col., 1999). Alguns,
como o grupo dos alcaldides pirrolizidinicos, sdo utilizados por determinados grupos
de borboletas como defesa contra predadores, como as aranhas. Além disso, sdo
utilizados para a biosintese de feromoénio necessarios ao acasalamento e sdo
provenientes de plantas que servem de alimentos as larvas (Brown e Trigo, 1995).

Muitos APs causam sérias doengas em animais domeésticos e humanos (Rizk,
1991). Do ponto de vista toxicolégico, dois grupos fundamentais de APs sdo
importantes: os saturados na base necina, que sdo ndo téxicos e utilizados na
medicina popular, como os APs da Arnica montana e 0s insaturados na base necina
que sdo hepatotoxicos, genotoxicos e pneumotdxicos (Smet e col., 1992). Estes
podem causar a morte rapidamente ou levam posteriormente a morte. Estio também
associados a les6es de pele (Mattocks, 1986). Efeitos citotdxicos causados por APs
podem resultar em morte no intervalo de um dia a uma semana apés a ingestdo dos
mesmos.

O principal efeito toxico causado por APs ao homem ¢é no figado, esta
intoxicacao é produzida pelos APs de plantas consumidas como alimento ou com fins

medicinais. Esta intoxica¢éo é definida como doenga venosa oclusiva (WHQ, 1988).
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1.8 - Pesquisa em Alcaléides Pirrolizidinico no Brasil

Os registros de estudos em APs no Brasil tém-se a partir de pesquisas sobre
sua toxidade em animais domésticos (Habermehl e col., 1988) e do estudo ecologico
da presenca de APs na superficie corporea de insetos especialistas (Brown, 1984,
1985), que sequestram APs de plantas para utiliza-l6s como defesa quimica contra
predadores (Trigo, 1993).

Como APs correspondem a Unica classe de alcaldides que apresentam uma
forte ag&o na ecologia de insetos e plantas, houve um crescente interesse no estudo
ecologico destes alcaldides em varias espécies de insetos brasileiros (Trigo e col.,
1996).

Em 1996, dois trabathos realizados entre grupos de pesquisadores brasileiros
e alemaes (Trigo e col., 1996; Freitas e col., 1996) apresentam estudos em CG/EM-
IE e CG/EM-IQ onde descrevem o perfil de fragmentagdo de estruturas de APs
extraidos de insetos e plantas coletados no Brasil, Venezuela e na Colémbia.
Tambem em 1996, pesquisadores alem&es apresentam um estudo fitoquimico de
seis especies brasileiras do géneros Senecio (S. oxiphyllus, S. brasiliensis, S.
cisplatinus, S. heterotrichus, S. leptolobus, S. selfoi), coletadas proximas 4 cidade de
Santa Maria no Rio Grande do Sul. O trabalho apresenta dados de RMN de °C de
apenas uma substancia isolada do S. oxiphyflus, sendo que as demais espécies
foram estudadas por CG/EM (Krebs e col., 1996).

Um trabalho que merece destaque, cofresponde a tese de doutorado de
Caritas J. S. Mendonga, desenvolvida entre a Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Instituto de Quimica e Instituto de Biologia (UNICAMP). Sob a co-
orientagdo do Prof. Barata do Instituto de Quimica (UNICAMP), a pesguisadora
estudou a hepatotoxicidade causada por APs contidos em varias espécies dos
géneros Senecio, Heliotropium, Eupatotium e Crotalaria. O trabalho também
apresenta o perfil por CG-EM dos APs contidos nos géneros estudados (Mendonga,
2000).
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2 - Justificativas e Objetivos

No Brasil, o estudo de APs esta, em sua maioria, ligado a seu papel ecoldgico
g poucas pesquisas se encontram com relagdo a fitoquimica desta classe de
alcaldides. O estudo fitoquimico realizado nesta tese vem preencher esta lacuna.

O presente trabalho tem como objetivo o estudo fitoquimico das
inflorescéncias de cinco especies do género Senecio ( S. brasiliensis, S. bonariensis,
S. oleosus, S. Conyzaefolius e S. juerguensis) visando o isolamento e identificagéo
dos APs macrociclicos caracteristicos deste género, apresentando analises
espectrométricas (EM-IE e EM-IQ) e espectroscdpica detalhadas (RMN de 'H 1D e
2D e de RMN de "*C 1D e 2D), com o interesse de assim determinar uma sequéncia
de analise para o0s APs constituintes, fortalecendo o estudo desta classe de

alcaléides no nosso grupo e no Brasil.
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3 - DISCUSSAQ DE RESULTADOS

Isolamento e Identificagdo de Alcaléides Pirrolizidinicos (APs)

Alcaldides Pirrolizidinicos (APs) sdo sintetizados nas raizes, folhas e caules,
dependendo da familia da planta. Em Asteraceae, por exemplo, as raizes sio os
principais- sitios- de biossintese, sendo que espécies de Senecio sintetizam APs nas
raizes, mas- os armazenam preferencialmente nas- inflorescéncia (Hartmann, 1989).
Com isto, foi necessério coletar as espécies no-periodo de floracdo, que corresponde
ao inicio da primavera. Foram feitas coletas no Sul e Sudestes do Brasil durante o
més- de outubro. Coletou-se apenas as espécies que se encontravam com
inflorescéncia, para estudo fitoquimico e identificagéo botanica (Figuras D2, D3, D4 e
D5).

Figura D1- regides e locais de coleta

A extracdo dos APs decorreu conforme descrito na parte experimental deste
trabalho. Apds a obtengao do extrato alcaloidico fez-se andlises por CCD ou CG/EM.

que nos mostou que os extratos obtidos continham poucos alcaldides e um alcaldide
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encontrava-se em concentragdo majoritaria, sendo os demais em muito baixa

concentracdo com relagdo ao majoritario ou apenas como trago detectado apenas
por CG/EM (Tabela D1).

Os extratos alcaloidicos obtidos foram todos cromatografados em CC. Devido
a baixa concentragdo de alcalbides que inviabilizou o uso de CCDP, pois
necessitariamos de varias placas em CCDP para obtencéo dos alcaldides que se
encontravam em baixa concentragdo, isto encarecia bastante o experimental.
Portanto, a utilizag8o de cromatografia CC foi essencial para o isolamento dos APs e
diminuig&o do custo do experimental. No entanto, o trabalho em CC foi bstante lento,
isto fez com que o tempo para realizagdo do experimental fitoquimico para obten¢ao
dos APs de cada extrato fosse longo.

Tabela D1 — Abundéncia relativa (%) de APs em espécies de Senecio estudadas.

S. S. S. S. S. S.
brasiliensis  bonariensis  oleosus conyzaefolius juerguensis  stigoflebius

Intergerrimina 76,6 38 - - - -
Senecionina 4,7 86,5 13.1 - - -
Platifiina - - 7.1 - - - -
Retrosina 16,2 0,45 73,5 81,2 - -
Ctosenina - - - 12,1 - -
Serquinquina - - - 6,7 - -
Sarracina - - - - 85,2 -

Juerguensina - - - - 44 8 -
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Figura D2 - Senecio brasiliensis (SBr)
Coletado na Sarra do Japi - SP

Figura D3 - Senecio bonariensis (SB)
Coletado em Guaiba —RS

14
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Figura D4 — Senecio oleosus (SL)
Coletado em S&o Joaquim - SC

Figura D5 — Senecio conyzaefolius (SZ)
Coletado em S&o Joaquim - SC
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3.1- Espectrometria de Massas de Alcaloides Pirrolizidinicos

3.1.1 - Revisao bibliografica

A espectrometria de massas (EM) € uma excelente técnica na identificagéo e
elucidagao estrutural de Alcaldides Pirrolizidinicos (APs), principalmente por que
define 0 modo como os ésteres estdo agrupados. A espectrometria de massas por
impacto de elétron (EM-IE) em APs, caracteriza principalmente as sequéncias de
fragmentagdo da base necina. Portanto, nosso estudo de EM de APs esta

diretamente ligado & sequéncia de fragmentacgdo dos tipos de base necina isolados.

3.1.2 - APs macrociclicos 1,2 insaturados

Alcaloides Pirrolizidinicos geralmente apresentam insaturagdo na base necina
principalmente entre os carbonos 1-2. O grupo de APs macrociclicos como a
senecionina que tem base necina tipo retronecina ( Figura M1) pode ser identificada
pelos trés triplos fragmentos que se destacam no espectro de massas m/z 138, 137,
e 136; 121, 120 e 119; e 95, 94, e 93 (Atal 1966). Estes picos representam trés
sequéncias de fragmentagdo como resultado da presencga da insaturagao 1,2 neste
grupo de APs.

A fragmentagdo homolitica relativa ao éster da estrutura dos APs tipo
senecionina leva a sequéncia de massas dos intermediarios m/z 137, 120 e 94
(Figura M1- a) (Atal 1966). Além disto, pode ocorrer tambem rearranjo de McLafferty
de anel de oito membros (Figura M2), formando fragmentos de massas a partir da
transferéncia do hidrogénio da base necina para o éster acido (Figura M1- b),
produzindo os fragmentos de menores valores de m/z 136, 119 e 93 (Neuner-Jehle e
col., 1965). Uma outra alternativa para a fransferéncia do hidrogénio da base necina
para o éster acido, é a partir de rearranjo de MclLafferty por anel de seis membros
(Figura M3). Por Gltimo, a literatura descreve que rearranjos de MclLafferty em anel
de oito membros podem ocorrer pela transferencia do hidrogénio do éster acido para
a base necina (Figura M4), obtendo as trés fragmentagées de maiores valores de
m/z 138, 121 e 95 (Figura M1-¢).
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Figura M1- Fragmentagdo da senecionina (Atal, 1966)

Apesar das sequéncias de fragmentagdes caracteristicas para APs
macrociclicos serem explicadas a partir da perda de elétron = da insaturagédo da base
necina, ou dos atomos de oxigénio do éster acido, EM-IE no atomo de nitrogénio
leva a fragmentagbes descrita na figura M1 (b} pela quebra a partir do éster o,p-
insaturado {Figura M5) (Neuner-Jehle e col., 1965).
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Figura M2- Rearranjo McLafferty em anel de oito membros

Figura M5- Fragmentacao a partir da ionizagao no N.
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3.1.2.1 - Espectrometria de massa dos APs 1,2-insaturados isolados

O espectro de massas do composto SB-1 (Anexo 95 e 97) isolado de Senecio
bonariensis, apresentou pico base em m/z 136 e fragmentos de m/z 120 e 93, perfil
de fragmentagdo de APs macrociclicos 1,2 insaturados conforme discutido
anteriormente. O ion molecular de m/z 335, nos leva a estruturas tipo senecionina ou
seu isdbmero intergerrimina. O mesmo perfil de fragmentagéo foi também obtido para
os compostos SB-3 e SL-1 (Anexo 105 e 112), isolados do S. oleosus e S.
brasiliensis.

O espectro de massas de SZ-1 (Anexo 110) isolado do S. conyzaefolius
apresenta também como pico base o ion de m/z 136 e fragmentos de m/z 120 e 93,
poréem o pico do ion molecular possui fragmento de massas m/z 351, o que
corresponderia a um acrescimo de 16 u.m.a. indicando a presencga de um atomo de

oxigénio, o que leva a estruturas tipo retrorsina ou seu isdmero usaramina.

3.1.3 - APs macrociclicos com base necina tipo otonecina

Grupos de APs macrociclicos com base tipo otonecina podem ser
identificados pela forte presencga de fragmentos de m/z 168, 151, 150, 149, 123, 122,
110, 96 e 94, associados a fragmentos da base necina {(Cava e Rao, 1968). Os ions
de m/z 168, 151 e 110 podem ser considerados diagnoésticos de APs macrociclicos
com base necina tipo otonecina, pois nenhuma outra classe de APs apresenta esta
sequéncia de fragmentagdo (Crout, 1972). A figura M6 apresenta esta fragmentagao

para a floridamina.
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H mizy,

Figura M6 — Fragmentagao Floridamina (Cava e Rao, 1968)
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Na analise por CCD do composto SZ-2 isolado do Senecio conyzaefolius,
observamos apds a revelagdo apenas uma mancha, indicando a presenca de um
alcaldide. Porém a analise por CG-EM mostrou uma mistura de dois compostos
{Anexo 118 e 119).

O espectro de massas destas substéncias, que chamamos de SZ-2a e SZ-2p,
apresentaram como pico base m/z 151, e os fragmentos m/z 168 e m/z 110 perfil
caracteristico de fragmentos de APs macrociclicos 1,2 insaturados com base tipo
otonecina. Entretanto, n&o foi possivel a detecgdo do ion molecular para nenhum dos
dois compostos (Figura M6)(Anexo 118 e 119). A analise parece indicar uma mistura
de isdmeros de APs.

Nas analises por CG-EM realizadas anteriormente para os compostos SB-1,
SB-3, SL-1, SL-2 e SZ-1, observou-se a presenca de isdmeros, como na analise do
Senecio brasiliensis que obtivemos a mistura de senecionina e intergerrimina. Um
estudo adicional para a mistura SZ-20. e SZ-2B por CG-IQ-EM, foi realizado na
inteng@o de observar se a mistura tratava-se de isdmeros ou de moléculas de massa
distintas, pois tinhamos obtido apenas 25 mg e a separagdo destes compostos foi
obtida apenas por CG.

3.1.4 - lonizagao quimica de APs

Espectrometria de massas por ionizagdo de eletrons (70 eV) é frequentemente
usada para identificagdo de APs, porém esta quantidade de energia transferida a
molécula de APs causa quebras e reagles de rearranjos estruturais, obtendo-se
assim espectros complexos com ion molecular frequentemente ausente ou com
baixa abundancia.

Pouca fragmentagéo da estrutura e maior abundancia do ion molecular M~
pode ser obtido a partir de EM-IE de baixa energia (13-15 eV). No entanto, isto
dificulta a detecgdo dos fragmentos no aparelho. A detecgdo por analise CG-EM de
baixa energia de nossa amostra foi inviavel, pois utilizamos baixa concentracdo de
APs para analise (1 mg/ml). Esta condigdo amplia o tempo de vida itil da coluna CG
e do sistema detector EM (Hendriks, 1990).
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A solugao para detecgdo do ion molecular da mistura obtida, veio por
utilizacdo do sistema CG-EM-IQ. O estudo da fragmentacdo de massas por 1Q,
mostra principalmente a fragmentacdo do ion molecular sem os fragmentos
compiexos obtidos a partir de rearranjos reacionais na estrutura oriundos da EM-IE.
EM-IQ pode ser obtida a partir de reagdes com ions positivos ou negativos como,
CHs™, t-C4Hg", NH,"; OH e CI".

Na EM-IE a pressdo na fonte de ion é muito baixa, enquanto que para a EM-
IQ a pressdo é muito maior, pois a ionizagdo & feita a partir de um gas como
reagente. O ion é formado a partir de moléculas neutras do gas pela colisdo com a

fonte de ion. Por exemplo para o gas metano utilizado no nosso experimento temos:

2CHs+ e —» CH'; + CHs" (m/z 17)
Apos o ion formado na reagao, o ion CHs' reage com a amostra injetada.
CHs" +M — MH" + CH,4

A ionizag&o quimica (IQ) é aceita como um processo de ionizag&o brando. A
energia transferida para a molécula ionizada MH™ é muito baixa, comparada com a
energia interna transferida na EM-IE (Hendriks, 1990).

3.1.4.1 - Andlise CG-IQ-EM da mistura SZ

Na andlise da mistura SZ-2 por CG-EM-IQ utilizou-se gas metano como
reagente. Obtivemos como resposta ndo a presenca de isdmeros como
esperavamos, e sim, de compostos com massas distintas como os picos do ion da
molécula protonada [M+1]" m/z 382 para SZ-2a € m/z 366 para SZ-2B (Anexos 120 e
121). A diferenga de massa entre as substancias de 16 u.m.a. corresponde a
presenga de um atomo de oxigénio a mais na molécula SZ-2qa. A analise por CG-IQ-
EM da mistura e posteriores analise por RMN de 'H e de "*C em comparacéo com
dados da literatura (Logie e col., 1994) nos levou & estruturas tipo otosenina e da

senquirquina.
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3.1.5 - EM de APs com base necina saturada

Espectros de massas de APs saturados podem ser diferenciados dos APs 1,2
insaturados, pela presenga de duas unidades m/z a mais (LUthy e col., 1981). Os
picos m/z 140-138, 123-121 e 97-95 representam esta diferenga de duas unidades
com relagéo a fragmentagdo descrita na figura M1 (v. p. 17). O ion de m/z 82 com
abundancia relativa alta, € tambem frequente nos APs saturados, tornando-se um
pico bastante caracteristico nesta analise (Figura M7), (Roby e Stermitz, 1984; Réder
e Wiedenfeld, 1977; Rizk,, 1991).

T

“Rcoy </\H )

N
+ m/z 124
m/z 13 Mz g2
OH
—_— +
N\.
m/'z 83

Figura M7 — Fragmentag&o de APs 1,2 saturados (Rizk,, 1991)

Muitos APs saturados sdo macrociclicos e podem ser identificados pelos picos
caracteristicos m/z 140, 138, 123, 122, 96 e/ou 95, e 82. Sendo, que 0s picos mais
caracteristicos para APs macrociclicos séo m/z 140 ou 82 (Roby e Stermitz, 1984).

Embora a literatura ja apresente diferenciagdo entre os APs 1,2 saturados e
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insaturados, pouco se encontra sobre a fragmentagdo de APs saturados

macrociclicos.

3.1.5.1 - APs macrociclicos 1,2-saturados isolados de S. bonariensis e S.
Juerguensis.

O espectro de massas do composto SB-2 (Anexo 147) isolado do S.
bonariensis apresentou pico base m/z 140 e fragmentos de massas m/z 122, 96 e
82, perfil de fragmentagdo de APs macrociclicos 1,2 saturados. O pico do ion
molecular m/z 337, nos leva a estrutura tipo platifilina.

Para a molecula SJ-1 (Anexo 128 e 130) isolada do S. juerguensis o espectro
de massas apresentou como pico base m/z 138 e também o fragmento molecular
m/z 82, caracteristico de estruturas 1,2 saturadas, porém a auséncia do fon
molecular nos limitou a definigdo de uma estrutura provavel.

Para a2 molécula SJ-2 (Anexo 136 e 138) também isolada do S. juerguensis, o
espectro de massas apresentou como pico base m/z 100 e os fragmentos m/z 124
my/z 82 (Figura M8), que nos levou a estrutura de APs saturados, porém o pico base
m/z 100 ainda nao havia sido descrito na literatura (Figura M8).
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Figura M8 — Proposta de fragmentagdo para a formagédo do pico base m/z 100 de

SJ-2.
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Figura M9 — Proposta de fragmentagdo da juergensina (SJ-2) isolada de S.

Juerguensis.
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Como propusemos a formagdo do pico base a partir da fragmentagdo do
acido e numa posigéo ainda ndo descrita na literatura no C-6, necessitariamos de
uma evidéncia para fortalecer nossa proposta. A literatura traz a helifolina, molécula
com mesme peso molecular mas com substituinte OH na posi¢do C-2 tendo proposta

de fragmentacgdo na Figura M10 (Mohanraj e col., 1981).

Qo — G5

\N m/= 156 {4,9%)
/ OH /
Qs . &S
N ou ‘i /
miz 138 (11,4%)
OH CH, Chy CH,
o — e .
N N
CHz// - CHg{ +
m/z 111 (100%)
CH: OR
% — 7
@-OH /= 98 (41.4%)
CH”
OH  CH,OR OH

|
|
O

. =CH,
m/z 99 (9.1%) = / miz 82 (20%)
=+ E
mi/z 80 (24%) E

Figura M10 — Fragmentag&o helifolina (Mohanraj e col., 1981).
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3.1.6 — Conclusao do capitulo Espectrometria de massas

A literatura apresenta analises estruturais de Alcaldides pirrolizidinicos
principalmente por espectrometria de massas. A utilizacdo desta técnica esta bem
desenvolvida e € de fundamental importancia na elucidacio estrutural, devido aos
diversos estudos feitos por espectrometria de massas para esta classe de alcaldides.
Tem-se hoje descrito na literatura, padrbes de diferenciagdo dos principais aspectos
estruturais desses APs:

- presenga ou ndo de insaturag&o na base necina;

- grau de esterificago;

- E presencga ou nao de ésteres macrociclicos.

Na determinacdo das estruturas obtidas a espectrometria de massas, nos
forneceu uma rapida idéia da provavel estrutura dos Aps. Para o alcaldide inédito
juerguensina a proposta para forma¢ao do pico base m/z 100, comparado com
proposta de formacgéo do pico base m/z 111 da helifolina destingiu bem as estruturas
com relagao as hidroxilas substituintes em C-2 e C-6 e também para o substituinte
acido em C-6.

A utilizagdo de CG/EM na andlise de extratos alcaloidicos brutos, € hoje para
o pesquisador de APs, a mais eficiente técnica de analise. Pois, traz resultados
rapidos sobre a composicéo dos extratos assim como das estruturas existentes no
mesmo, acelerando assim os processos de isolamentos e identificagio dos APs de

interesse para o pesquisador.



Discussdo de resultados 28

3.2 - Espectroscopia de RMN de 'H de alcaloides pirrolizidinicos (APs)

3.2.1 - Revisao bibliografica

Em recente revisdo, Roeder apresenta tabelas de RMN de *C de 130
estruturas de APs. Contudo, as quantidades de APs obtidos sdo muito baixas quase
sempre miligramas por planta estudada. A pequena quantidade de amostra implica
num alto tempo de utilizagdo do aparelho para analise de RNN de '*C. A maior
sensibilidade do 'H para a RMN torna a utilizagdo desse nucleo mais pratico. Na
aquisicdo de um espectro de RMN de 'H, pode-se obter resultados satisfatorios com
quantidades na ordem de 1 mg de amostra, em tempo bem inferior as analises de
RMN de "°C { Roeder e col., 1984, Roeder e Liu, 1991; Réder, 1988; Culvenor e col.,
1965).

3.2.2 - Espectroscopia de RMN de 'H de bases necina

Alcaldides pirrolizidinicos s&o constituidos de duas porgdes, a base necina e o
acido nécico. Os agrupamentos de hidrogénios dos anéis da base sdo bastante
distintos e permitem um reconhecimento imediato de aspectos importantes da
estrutura, como presenga da insaturagcdo e grau de oxigenagdo na base necina
(Culvenor e col., 1965). Em geral oxigenagdes sdo esperadas nos carbonos C-7 e
C-9 (Figura-H1a), e muito raramente aparecem no C-2 (Figura-H1c) € em C-6
(Figura-H1b). O hidrogénio do C-8 (Figura-H1a) por estar na jungao dos anéis e em
carbono diretamente ligado ao N, destaca-se pelo seu deslocamento quimico no
espectro de RMN de 'H (Culvenor e col., 1965).
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Figura H1- (@) platinecina (b} crotanecina (¢) macronecina

Os hidrogénios carbindlicos ( H-2, H-6, H-7 e H-9) tém deslocamentos
quimicos no espectro entre ~ 3,5 e ~ 5,5 ppm. Para diferentes tamanhos de anéis
macrociclicos tem-se diferentes valores de Ad para
os hidrogénios H-8a e H-9p (Figura H2). Por
exemplo, para anéis de onze membros os valores
de A® dos hidrogénios em C-9 sdo abaixo de 0,9
ppm. No caso de estruturas macrociclicas de doze

membros os hidrogénios do C-2 apresentam valores

de A3 de 1,0-1,5 ppm. Para tamanhos diferentes

Figura H2 - Retrorsina

aneis macro tem-se diferentes valores de A8, com
isto tem-se uma forma de determinagao do numero de elementos do anel macrociclio
pelo A3 dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de C-9 (Culvenor e col., 1965).
Em APs ndo macrociclicos, os hidrogénios ligados ao C-9 n&o apresentam Ad
significativo, os sinais referentes a estes hidrogénios apresentam-se como dubletos
sobrepostos (Culvenor e col., 1965).

Para bases saturadas obtém-se deslocamentos quimicos para H-2em ~ 2,0-
2,5 ppm e para bases insaturadas ~ 5,8 ppm. O deslocamento quimico do H-6
também pode ser utilizado como importante informag&o preliminar para a
estereoquimica da base necina o multiplete referente a H-6 ocorre usualmente
abaixo de 2,3 ppm para APs com base tipo retronecina (Figura H3a) e acima deste
valor, para APs com base tipo heliotridina (Figura H3b) (Réder, 1988; Roeder e col,,
1984; Culvenor e col., 1965; Culvenor e Woods, 1965).
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O valor da constante de acoplamento
obtida do sinal de H-7, & também

considerada um bom indicador da

esteroquimica das bases necinas (Culvenor e

col., 1965). Varios autores tém descrito sobre

(b)

a utilizag&o da medida da meia-altura do H-7, Figura H3- (a) Retronecina (b) Heliotridina
para distinguir entre as bases insaturadas

Retronecina e Heliotridina (Figura H3a,b), e entre as bases saturadas platinecina,
Turneforcidina e Hastanecina (Figura H4a,b,c) (Culvenor e col.,1965: Aasen e col.,

1969; Roeder, 1981; Roby e Stermitz, 1984).

OH

(b) (c)

Figura H4 - (a) Piatinecina; (b) Turneforcidina e (c) Hastanecina

Para bases néo esterificadas obtém-se como medida para H-7 os valores de
8.8 e 13,9 Hz para Retronecina e Heliotridina respectivamente (Figura H3a.b). Ja
para as bases esterificadas a discussdo deste ponto éinda nao esta bem esclarecida
na literatura, pois as diversas estruturas apresentam 8 semelhantes e sobreposigcao
do deslocamento quimico do sinal de H-7 quando comparado os espectros obtidos
(Culvenor e col., 1965).

A diferenca entre os valores de 6
- e CH,OH CH,OH
desfocamentos quimicos dos hidrogénios g ! . N
2
das bases de alguns ésteres, é devido as N D 2
6 I

conformagdes endo para 0s anéis (a) (b)

esterificados quando comparados com
Figura H5 - (a) exo (b) endo
exo para os anéis ndo esterificados

(Figura H5a,b} (Culvenor e col., 1965).
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As analises dos espectros de nOe (efeito
responsaveis por resultados rapidos, precisos e faceis
da conformacao preferencial dos anéis de uma
base necina.

Hoje, na literatura tem-se uma certa
confusao sobre a nomenclatura dos hidrogénios

: e M
da base necina, bem como sobre a distribuigéo of

do mesmo no plano dos anéis. Culvenor em 1

1965, fez um estudo detalhado sobre as

conformacOes da base necina e definiu os

nuclear Overhauser), s&o

de analisar na determinacéo

H58 H5C.L H3B H;u

hidrogénios como sendo o e B, neste trabalho Figura H6 - Definicao de H (a v B

seguiremos estas definigbes (Figura H6)

3.2.3 - Espectroscopia de RMN de 'H de acidos nécicos

Quanto a analise de RMN de 'H para os acidos

substituintes da base necina,

pouca informa¢ao pode ser obtida devido a similaridade dos acidos. No entanto,

podemos dividi-los em quatro grupos: acido angélico,
dicarboxilico que é caracteristico de APs macrociclios.
A maioria destes acidos possue como
caracteristica um hidrogénio vinilico. Este hidrogénio
podem apresentar-se, nas estruturas dos acidos, com a
configuragdo E ou Z (Figura H7), distinguidos pelo
deslocamento quimico de 'H. O valor do deslocamento
quimico para o hidrogénio com configuragéao Z nos
diversos acidos, apresenta-se entre ~ 5,7 e ~ 6,2 ppm
(Segall e Dallas, 1983), enquantc que para a
configuragdo £, o deslocamento quimico deste
hidrogénio pode apresentar-se entre ~ 6,5 e ~ 6,7 ppm
{Roitman, 1983; Pieters e Vlietinck, 1988). Como as

estruturas de  APs  esterificados  apresentam

viridiflorico, tranquelantico, e

(Z)

(a)

(E)

C

(b)

Figura H7- configuragées (Z,.E'
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insaturagdo na base necina, isto pode levar uma certo desentendimento na distingao
do hidrogénio H-2 da base com o hidrogénio do acido H-20, porém na grande maioria
dos acidos, a insaturagdo tem como substituinte um grupo metila H-21, levando o
sinal do hidrogénio da insaturagdc a apresentar-se como um quarteto. Isto o
distingue faciimente do sinal referente ao hidrogénio H-2 da insaturagdo da base
necina, que apresenta-se geralmente como singleto (Figura H-8)(Pieters e Vlietinck,
1988).

3.2.4 - Discussao e resultados
3.2.4.1 - Espectroscopia de RMN de 'H dos APs 1,2-insaturados isolados

A literatura apresenta boa discussdo sobre os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios dos APs, mas ha um certo desentendimento sobre as constantes de
acoplamentos e isto se deve ao alargamento dos sinais dos hidrogénios. No entanto,
nosso estudo defini algumas destas constantes através da analise dos espectros de
RMN de '"H em 1D (CYCLECOE, NOESY) e 2D gCOSY (Anexo 93). Para tanto,
discutiremos as constantes de acoplamento das moléculas isoladas seguindo a
ordem numerica definida pela literatura (Figura H6).

Iniciaremos nosso estudo em RMN pela molécula da senecionina (SB-1)
(Figura H8), isolada do Senecio bonariensis. Os resultados dos deslocamentos
quimicos dos sinais de RMN de 'H, suas multiplicidades e valores de constantes de
acoplamentos além da comparagdo com dados da literatura, encontram-se descritos
na tabela H1.

Para a senecionina (SB-1) (Anexo 98}, o dubleto em 6,12 ppm com constante
de acoplamento ®Jonsz; = 1,4 Hz, foi atribuido ao hidrogénio H-2 devido ao
acoplamento com o hidrogénio 3p. O hidrogénio H-3p em 3,87 ppm apresenta-se
como du;ﬁlo dubleto correspondente ao acoplamento geminal 2J 3p-3¢ = 19,7 Hz com
H-3a e vicinal *Japo4 = 1,4 Hz com o H-2. O hidrogénio H-30c em 3,33 ppm
apresenta-se como duplo dublete referente aos acoplamentos com o hidrogénio

geminal H-3p (2J3|5_30t = 15,74), no entanto a constante 4J31;-3H = 6,1 Hz foi atribuida ao
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acoptamento H-3a. com H-8 determinado em fungéo da correlagdo observada no

diagrama de contornc gCOSY (Anexo 101).

Tabela H1 - Analise de RMN de 'H da Senecionina (SB-1) (Urones e col., 1988).

Senecionina SB-1
H 8 'H(ppm)J=Hz | 8'H (ppm)J=Hz
(isolado) (Iiteratura)
2 6,124d(1,4) 6,20
3a 3,33 dd (6,1/15,7) 3,38 dd (6,0/1,0)
3B 3,87 dd (15,7/1,4) 3,80 o (16,0)
5a. 2,47 ddd (5,8/8,8/13,1}) 250 m
5B 3,19¢(8.8) 3,27 £(9.0)
B 206 m 2,15 m
63 2,31 dd (13,1/5,7) 2,39 dd {6,0/13,0)
7 4951(3,2) 5,02 ¢(3,0)
8 4,21 sL 4,28 m
O 3,98 d(11,86) 4,06 d(12,0)
QB 543 d(11,6) 5,50 d (12,0) Figura HR - Senecionina
13 1,59 m 1,69 m (SB-1)
140 1,68 dd (10,5/13,0) 1,70 m
14p 211d(13,0) 2,20d(13,0)
18 125s 1,34
19 0,85 d (6,6) 0,91 d(7.0)
20 5,65 q(7,0) 573q(7.0)
21 1,77 d (7,0} 1,85d(7,0)

O hidrogénio H-53 em 3,19 ppm apresenta-se como um triplete aparente, com
constante 2J = 8,85 Hz referentes aos acoplamentos geminal com H-5¢ e vicinal com
H-6c. O hidrogénio H-5a em 2,47 ppm apresentou-se como dubleto de duplo
dubletos referente aos acoplamento com o hidrogénio geminal H-58 ( °J.., = 13,1
Hz), com H-6p (3.}5.‘_(,ls = 8,8 Hz) e com o H-6a (3J5u_(,.t = 5,8 Hz). O hidrogénio H-6p3
em 2,31 ppm apresenta-se como um dubleto de dubleto, correspondente as
constantes “Jy... = 13,1 Hz e *J,.s. = 5,7 Hz. No diagrama de contorno gCOSY,
observa-se as correlagdes de H-6a com H-6B, H-5a, H-53 € H-7 (Anexo 101).

O hidrogénio H-7 em 4,95 ppm apresenta-se como um tripleto aparente,

correspondente & constante vicinal *J = 3,2 Hz e com os hidrogénios H-8 e H-6u. O
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hidrogénio H-8 em 4,21 ppm apresenta-se como um singleto alargado. Este efeito se
deve a relaxagdo escalar do isotopo do N-14 geminal (Gunter, 1994: Breitmaier e
Voltert, 1989).

Para os hidrogénios H-98 em 543 ppm e H-9a em 3,98 ppm, observa-se
apenas as constantes de acoplamento geminais °J = 11,6 Hz.

O hidrogénio H-143 em 2,11 ppm apresenta-se como um dubleto com
constante de acoplamento geminal 2J145_14(1 = 13,0 Hz. Para o hidrogénio H-14a em
1,68 ppm observa-se um duplo dubleto com constante geminal 2J14u-14” =13,07 Hz e
a constante vicinal *Jiq3 = 10,56 Hz. Os sinais dos hidrogénios H-14¢,8
apresentam-se bem definidos devido aos acoplamentos geminal e vicinal com H-13.

O ester ¢,p3 insaturado presente nesta molécula tem a configuragdo Z com a
metila substituinte do sistema alilico. Com isto o hidrogénio vinilico H-20 em 5,65
ppm acopla com a metila substituinte CH1-21, apresentando-se como um quarteto
com constante 3J20_CH3 = 7,0 Hz. Ja metila substituinte CH3-21 apresenta-se como
dubleto com a mesma constante. As demais metilas substintuintes apresentam-se,
uma como singleto CH3-18 em 1,25 ppm e a outra como dubleto CH3-19 em § = 0,85
ppm com constante *Jecpsqs = 6,6 Hz referente ao acoplamento com H-13 que

apresenta-se como multipleto em & = 1,59 ppm.

A mesma substancia foi isolada do Senecio oleosus e classificada como
SL-1 (Anexo 155).

Do Senecio brasiliensis foi isolado a intergerrimina (SB-3) (Figura H9). Os
resultados dos deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 'H, bem como
muiltiplicidades, e valores de constantes de acoplamentos, em comparagao com
dados da literatura, encontram-se descritos na tabela H2.

Para a intergerrimina (SB-3) isémero da senecionina (SB-1), as mesmas
constantes de acoplamentos foram observadas, destacando-se uma diminui¢do na
blindagem do hidrogénio H-20 em 6,52 ppm de ~ 1 ppm {Anexo 106). Uma outra
mudanga foi observada nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-14a e B,

uma invers&o nitida na multiplicidade dos sinais, que nos levou a um estudo mais
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detalhado neste ponto tanto para a senecionina (SB-1) como para a intergerrimna
(SB-3).

Tabela H2 - Analise de RMN de 'H da Intergerrimina (SB-3) (Roitman, 1983).

Intergerrimina SB-3
H 8 'H (ppm)J=Hz | & "H(ppm)J=Hz
(isolado} {literatura)

20 6,21 sL 6.22

3 3,33 dd (4,6/15,8) 3,39

3p 3,85 d (15,8) 3,93

5a 2,48 ddd (5,8/12,7/8,7) : 2,53

5B 3,20 dd (8,7/13,9) 3,23

6o, 2,09 m 2,08

6p 2,31 dd (6,1/12,7} 2,40

7 4,95 sL 5,01

3 421 sL 4.29

90, 3.98 d (11.8) 4,12

9B 5,43 d(11.8) 5,42

13 161 m 175 . o
140, 165d(13.4) 196 Figura HY - Intergernmin:
144 2,12 dd (10,2/13,4) 2.20 (SB-3)
18 1255 1,33

19 0,84 d (6,8)

20 6.52 g (7,0)

21 1,77 d (7,0)

3.2.4.2 - Experimento CYCLENOE para a Intergerrimina (SB-3) e Senecionina
(SB-1).

Um comportamento distinto foi observado para os hidrogénios H-14« e (3 dos
isdmeros senecionina e intergerrimina. A inversdo na multiplicidade dos sinais foi
observado nos espectro de RMN de 'H (Anexos 106) e poderia ocorrer se houvesse
mudanga no posicionamento do hidrogénio vizinho a H-13. Partimos entao, para uma
analise em CYCLENOE de ambas as estruturas intergerrimina (SB-3) e senecionina
(SB-1).
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Foram realizadas duas irradiagdes, uma sobre o hidrogénio H-8 da base
necina (Figura H10- B e D) para verificarmos se era a mesma base para ambos
compostos, e outro sobre os hidrogénios metilicos CH;-18 (Figura H-10 A e C) para
observamos a real conformacao da metila CH3-19, substituinte do anel macrociclico
vicinal aos hidrogénios H-14a e (. Esta andlise nos mostrou que, tanto na
intergerrimina (SB-3) (Anexo 107 e 108), como na senecionina (SB-1) (Anexo 103 e

104), a conformagao das bases necina sao iguais.

(Figura H10)- Experimento CYCLENOE (A) irradiagdo sobre a metila CHs da
senecionnina (SB-1); (B) irradiagdo sobre o hidrogénio H-8 da
senecionina (SB-1); (C} irradiagdo sobre a metila CHi;z da
intergerrimina  (SB-3); (D) irradiagdo sobre o hidrogénio H-8 da
intergerrimina (SB-3).

Porém, para as metilas 18 e 19 dos compostos observa-se uma distingao
entre elas, pois para a intergerrimina (SB-3) ( Anexo 108 e 109) a irradiagéo
CYCLENOE na metila CH3-18 mostra conformagao cis com a metila CHs-19 e com a

metila CH;-20, enquanto que para a senecionina (SB-1) (Anexo 103 e 104) a
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irradiagdo CYCLENOE na metila CH3-18 mostra conformagdo cis com o hidrogénio
H-13. Esta invers&o na conformacdo das metilas 18 e 19 entre as moléculas de
senecionina e intergerrimna faz com que os multiplicidade dos hidrogénios H-14a e 8

sejam invertidos entre as moléculas.

O forte incremento de nQOe (Figura H10) observado no CYCLENOE da
intergerrimina, entre a metila 18 com o metila 21, nos levou a acreditar que a
mudanga na conformacao das metilas assim como na mudanga da multiplicidade dos
sinais de H-140 e 3, pode-se atribuir a mudanga na configuracdo Z e E da metila H-
21, que faz com que todo anel macrociclico responda a esta inversao de
conformagdo. Foi citado em literatura por Hartmann (1985) que as configuractes Z e
E sao responsaveis pelo efeito de blindagem no carbono C-14, porém o autor nio faz

correlagao deste efeito da configuragao entre os hidrogénios do anel macrociclico.

Do Senecio conyzaefolius foi isolada a molécula retrosina (SZ-1) (Figura H11).
Os resultados dos deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 'H, bem como
multiplicidades, e valores de constantes de acoplamentos em comparagao com
dados da literatura encontram-se descritos na tabela H3 {Anexo 113).

A estrutura obtida diferencia-se da senecionina (SB-1) (Figura HS8, v. p. 33),
pela presenca de grupo hidroxila substituinte no cabono CH,-18 {(Anexo 113). Com
isto, na estrutura da figura H10 houve pouca mudanga tanto nos deslocamentos
quimicos de RMN de "H quanto nas constantes de acoplamentos. Deve-se ressaltar
apenas a presenca dos deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios H-18a
em 3,60 ppm e H-18p3 em 3,37 ppm e constantes de acoplamento geminal 2J18u.18,; =
11,25 Hz .

Esta mesma estrutura foi isolada do Senecio oleosus (SL-2) (Anexo 158) e

detectada por CG/EM no Senecio brasiliensis.



Discussdo de resultados 38

Tabela H3 - Analise de RMN de 'H da Retrorsina (SZ-1) (Habermeh! e col., 1988).

Retorsina SZ-1
H 8 "H (ppm) J = Hz 8 "H (ppm) J = Hz
{isolado) (literatura)

2a 6,18 s 6,22 m(1,6)
3a 3,38 dd (4,78/15,75) 3,39 dd (15,9}
3B 3,92d(15,75) 3,95d(18)
50 | 2,52 ddd (5,9/8,99/13,22) 2,53 m
5B 3,29 dd (8,99/8,99) 3,36¢
6ot 210m 2,12 d (6)
6p 2,36 dd (5.91/13,22) 2,39d(14)
7 4,99 dd (6,75/6,75) -

8 4,25 st -

Sa 4,08 d (11,94) 411d{12)
o 5,47 d(11,94) 5,51 d(12) Figura H!1! - Retrorsina (SZ-1
13 1,66 m 1,75 m
140, 1,71 dd (12.93/10,69) 1,70 m
14p 2,18 d (12.93) 2,20 d (13)
18 3,60 d (11,25) 3.62d(11)
188 3,37 d (11,25) 3,76 d(11)
19 0,82 d (6.47) 0,87 d (7)
20 5,70 g {6,5) 574 g (7)
21 1.80 dd (1,4/6,5) 1,85 d(7)

3.2.4.3 - Espectroscopia de RMN de 'H dos APs com base tipo otonecina
Como ja foi discutido no capitulo sobre espectrometria de massas, obtivemos
do S. conyzaefolius uma mistura de APs macrociclicos com base necina do tipo
otonecina. O estudo realizado em espectrometria de massas por impacto de elétrons
e ionizag@o quimica, nos levou as provaveis estruturas sem que fosse necessario
tentar separa-las. Porém, a elucidagdo estrutural desta mistura foi apenas possivel
por analises de RMN uni e bidimensional e em comparagdo com a literatura. O
estudo sobre as constantes de acoplamento desta mistura ficou comprometido,
apesar d.e dados de constantes importantes terem sido retirados dos espectros
destas mistura.
A substancia majoritaria da mistura SZ foi classificada como SZ-2a. Os

dados de deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 'H, bem como
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multiplicidades e valores de constantes de acoplamentos e comparagdo com dados
da literatura encontram-se descritos na tabela H3. Pelas analises espectroscopicas (
Anexos 123, 124 e 125) e em comparagdo com dados da literatura ( Tabela H4)
chegamos a otosenina (Figura H12).

Da otosenina SZ-2« obtivemos o hidrogénio insaturado H-2 em & = 6,20 ppm,
como singleto alargado (Anexo 123). O sinal referente ao H-3a. em 3,42 ppm
corresponde a um dubleto, onde observou-se a constante de acoplamento geminal
2J3(x-3,; = 18,2 Hz. O H-3p em 3,30 ppm apresentou-se também como um dubleto de
mesma constante. Como a analise de RMN de 'H foi realizada a partir da mistura de
alcaléides, vale salientar que s consideramos as constantes de acoplamento mais
relevantes na elucidagdo estrutural, para evitar assim erros posteriores derivados da
analise da mistura de APs. Os hidrogénios H-5a em 2,62 ppm e H-53 em 2,91 ppm
apresentaram-se como dubleto com constantes geminais 2J5u_5ﬁ = 4,68 Hz.

Os hidrogénios H-8c em 2,22 ppm e H-6B em 2,62 ppm apresentaram-se
como multipletos. O hidrogénio H-7 em 5,08 ppm apresenta-se como um tripleto
aparente sendo *J = 2,5 Hz referente aos acoplamentos com H-Bo e H-6p,
observados no espectro de RMN de 'H, determinados pelas correlagbes observadas
no diagrama de contorno gCOSY (Anexo 126). Os hidrogénios H-Sa em 5,46 ppm €
H-98 em 4,33 ppm apresentaram-se como dubletos com constantes geminais de
ZJgu.gla = 11,27 Hz. Os hidrogénios H-14c e B dos compostos 1,2 insaturados, com
base do tipo retronecina, foram utilizados como diagnésticos na determinagéo da
configuragdo Z/E para o sistema alilico do acido e aqui apresentaram-se como

multipletos.
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Tabela H4 - Analise de RMN de "H da Otosenina {SZ-20) { Liu e Roder, 1991).

Otosenina SZ-2a
H 8 'H(ppm)J=Hz | &'H (ppm)J=Hz
(isolado) {literatura)

20 6,12 sL 6,10 dd (2,5/2)

3 3,42 d (18.2) 3.41 dm(18) 8

3B 3,30 4 (18.2) 3.28 m (18)

5a 2,62 d (4,6) 261m

56 2,91 d (4.6) 2,90 m

Ba 222m 2,58-2,60 m

6B 262m -

7 5.08¢(2,5) 5.07 dd (3/2) o/ 3 \\ ,
9a 4,33 d(11,2) 545d (11) N

9B 546 d (11.2) 432d(11) 5 (LH}B

13 1,91 m 1,90 m ) )
140 210m 210m Figura HI12 - Otosenina
148 1,91 m 1,13 m (SZ-201)

18 133 s 132s

19 1,12 d (6,6) 112d(7)

20 2,98 g (5.3) 297 g (7)

21 1,23 d (5,3) 1,27 d (7)
N-Me 2,06 2,06 s

O epoxido nos carbonos C-15 e C-20, faz com que o deslocamento quimico
do hidrogénio H-20 seja mais blindado do que nbs sistemas alilicos até agora
estudados. Este hidrogénio apresentou-se com deslocamento quimico na regido de
2,98 ppm, com a multiplicidade de um quarteto com constante de acoplamento na
ordem de *Jy.crs = 5.3 Hz, devido ao acoplamento com os hidrogénios da metila
CH3-21. Ja esta metila apresentou-se como dubleto com constate de mesma ordem.
Foi observado um singleto intenso na regido de 2,06 ppm que foi atribuido a metila
diretamente ligada ao atomo de N.

Para a segunda molécula de senquirquina SZ-28 (Figura H13), a
determinagdo das constantes de acoplamentos ficaram limitadas aos sinais distintos
nos espectros (Anexo 123). Como a maioria dos sinais entre as moléculas estavam
sobrepostos e também a concentragdo de uma das moléculas era bem menor, isto

dificuttou a determinag&o de algumas constantes de acoplamentos. Comparando os
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valores de J obtidos com os dados de literatura (Tabela H5), e considerando que
alguns sinais diagnosticos desta estrutura n&o apresentaram sobreposicdo, a
determinagdo desta molécula foi possivel (Tabela H6). |
Otosenina (SZ-2a) e senquirquina (SZ-2) possuem estruturas bastante
semelhantes, diferenciando-se apenas por possuir uma dupla ligagdo em C15-C20,
na SZ-2p. Enquanto que em SZ-2a, essa ligagao se encontra oxidada na forma de
uma oxirana (Figura H11, H12). Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios assim
como as constantes de acoplamento da base necina do tipo otonecina néo
apresentaram diferengas, destacando-se, no entanto, o hidrogénic H-7 que
apresentou deslocamento quimico com constantes de acoplamentos distintas (duplo
dubleto em 4,97 ppm e *J = 3,15 Hz com os hidrogénios H-60,B). Também nao
houve sobreposigao nos hidrogénios H9a em 5,47 ppm e 93 em 4,34 ppm que
apresentaram constantes geminais 2J9u_gﬁ = 10,5 Hz. Outro sinal decisivo foi 0 H-20,
do sistema alilico do ester substituinte, que apresentou deslocamento gquimico e

constante de acoplamento distintos (5,85 ppm e *J = 7,8 Hz com a metila CH3-21 ).
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Tabela H5 - Analise de RMN de 'H da Senquirquina (SZ-2p) (Habermehl e col.,

1988).
Senquirguina SZ-2
H & "H (ppm) J = Hz & H (ppm) J = Hz
{isolado) (literatura)

2a 6,04 sL 6,14 t (2/2)

3a 3,42 d(18,1) 3,43 dL (19,5/2)

3B 330m 3.25 0t (19,5/2/2)
5c 2,91 d (5,3) 2,87 ddd (13,5/4,5/3,0)
583 2,82 d(4.0) 2,74 dt (13,5/13,5/4,5)
6o 262m 2,55 ddt (13,5/13,5/3,05/3,0)
6p 222m 2,36 ddt (13,5/4,5/3,0/3,0)
7 4,97 d(3,1/3,1) 4,98 £(3,0/3,0}

9¢, 4,34 d (10,5) 542 d(11,0)

9B 547 d(10,5) 4,354 (11,0)

13 1,91 m 1,68 ddq (13,5/12,0/6,0)
140 2,10 m 2,31 dL (13,5)
143 1,91 m 1,81 dd (13,5/12.0)
18 133 s -

19 1,12 d (6.,6) 0.91 d(6.0)

20 5.85 q (7,8) 5,86 dg (7.5/1,5)

21 1,23d(5,3) 1,99 dd (7,5/1,5)

N-Me 2,06 s 2,08s

CH;

Figura H13 - Senquirquin
(8Z-2)

Tabela H6 — Dados comparativos (Otosenina, SZ-2¢ e Senquirquina, SZ-2B)

H & 'H (ppm) J = Hz 3 "H (ppm) J = Hz
(SZ-20) (SZ-2p)

20 6,04 sL 6,12 st

7 4,97 d (3.1/3.1) 5.08 dd (2,52/2,52)

90, 434 d(10,5) 433d(11.2)

9p 5,47 d (10,5) 5,46 d (11,35}

20 585 g (7,8) 2,98 q (5,36)

21 1,23 d(5,3) 1,23 d (5,36)
N-Me 206s 206s
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3.2.4.4 - Espectroscopia de RMN de 'H dos APs com base necina saturada

Iniciaremos nosso estudo de RMN de 'H para APs com base do tipd necina
saturada pelas moléculas isoladas de S. juerguensis. Sdo caracteristicos do género
Senecio estruturas macrociclicas, porém obtivemos desta espécie dois alcaldides
(um mono e um diéster) abertos em concentragbes baixas. Estudo comparativo das
moléculas isoladas com dados da literatura ( Tabela H7 e H8) nos levou a duas
estruturas, sendo uma do tipo sarracina e um novo aicaléide que chamamos de
juerguensina. Para a sarracina (SJ-1) (Figura H14). Os resultados de deslocamentos
quimicos dos sinais de RMN de 'H, bem como multiplicidades, e valores de
constantes de acoplamentos, em comparacgdo com dados da literatura, encontram-se
descritos na tabela H7.

O sinal do hidrogénio H-1 mistura-se com os hidrogénios H-30. e H-5a,
fazendo com que ndo seja possivel definir as constantes de acoplamento, 0 mesmo
acontece com 0s hidrogénios H-2a e B e H-6c. e B, que se encontram na base do
sinal das metilas deste composto. Para elucidagéo desta estrutura foi necessario o
uso de varias técnicas de elucidagao estrutural (IV, EM, RMN de 'H e "*C uni e
bimensional). O espectro de RMN de 'H {(Anexo 131) oferece melhor resolucdo dos
sinais a partir de 3 ppm, onde se observou o H-3f em 3,30 ppm como um duplo
dubleto com constante geminal *Jay3, = 17,9 Hz e vicinal *J3; = 9,3 Hz com H-2.
Ja o sinal de H-5p em 3,32 ppm apresentou-se como dubleto de duplos dubletos
correspondente as constantes de acoplamentos ZJsp.s, = 9,53 Hz, *Jspes =733 Hze
4J5;;_3u = 2,2 Hz. O hidrogénio H-7 em & = 5,32 ppm apresenta-se como tripleto
aparente, referente aos acoplamento com os hidrogénios H-8 e H-6 com
constantes °J = 34 Hz. O H-8 em 5,32 ppm apresenta-se também como duplo
dubleto com constantes *Js7 = 3,4 Hz € ®Jyn1 = 8,0 Hz determinada pela analise no
gCOSY (Anexo 134). Os hidrogénios H -Sa em 4,37 ppm e H-98 em 4,40 ppm
apresentam-se como duplo dubleto referente aos acoplamentos geminais 2Jgu.g;5 =
10,9 Hz e vicinais *Jgun1 = 8,0 Hz € 2Ugpr1 = 7,69 Hz. As correlagdes observadas no
diagrama de contorno gCOSY foram importantes nas atribuigdes desses sinais
(Anexo 134).
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O que se destaca agora sobre a molécula sdo os ésteres substituintes. O
hidrogénio alilico H-13 em 6,37 ppm acopla com a metila substituinte CHs-14 com
constante *J = 7,3 Hz. Porém para os hidrogénios H-15u,B que estdo em um carbono
sp® e com o substituinte OH, apresentam-se como singleto em 4,24 ppm devido a
livre rotagdo da ligagdo C12-C15. O outro acido substituinte apresenta o hidrogénio
H-19 em 6,11 ppm acoplando com a metila CHz-20 em 2,25 ppm com constante * J1e.

eHs = 5,9 Hz e a metila CH3-21 como singleto em 1,21 ppm.

Tabela H7 - Analise de RMN de 'H da Sarracina (SJ-1) (Ruth, 1993).

Sarracina SJ-1
H 3H (ppm) J=Hz |8 'H (ppm) J = Hz
{isolado) {literatura)

1 2,69-2.85m 285m
2a 1.91-1.83m 1,89 m

283 210-2,52m 207m
3a 2,68-2,85m 2,08 m

38 3,30 dd (17,9/9,3) 3.25m
5a 2,69-2.85m 2,76 m

50 3,32 ddd (2,2/7,3/9,3) 340m
Ba 1,91-1,93 m 1,89-2,07 m

68 210-252 m -

7 5,32 dd (3,4/3,4) 5,36 sL

8 3,60 dd (3,4/8,0) 3,69
Sa 4,37 dd (8,0/10,9) 4,25

9p 4,40 dd (7,6/10,9) 4,40 Figura H14 - Sarracina
13 8,37 g (7.3) 6,38 g (8&,1) (SJ-1)
14 248d (7.3) 2,05
15a,B 424 s 432

19 6,11 q(5,9) 6,13 dg (7,2/1.4)
20 2,25d(5,9) 2,01

21 1,91 s 1,91
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A configuracdo dos substituintes da base necina
foi definida a partir de analise NOESY 1D (Figura
H15) (Anexo 135), onde, irradiando o hidrogénio
H-8, tem-se incrementos nos hidrogénios H-7 e H-

1 de 3,89 e 4,47 respectivamente, definindo assim,

configuracao cis entre os atomos H-7, H-8 e H-1,
confirmando que a molécula isolada trata-se da Figura H15 - NOESY 1D em H-&

sarracina (SJ-2). Sarracina (SJ-1)
Para a molécula da juerguensina (SJ-2} (Figura H16) os resultados de
deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 'H, bem como multiplicidades, e

valores de constantes de acoplamentos encontram-se descritos na tabela H8.

Tabela H8 — Analise de RMN de 'H da Juerguensina (SJ-2).

Juerguensina SJ-2
H 5 'H (ppm) J = Hz
{litertura)

1 258 m
20 1,68 m

2B 2,08 m 3
3a 2,75 dt (2,9/9.5)

3B 318m T2

5 3.18m
Bt 5,18 dL (4,5)

7 4,08 si _ _
8 3,45 dd (2,5/7.6) Figura H15 - Juerguensina
Ou 3,02 dd (2,0/11.1) (S-2)

9B 3,98 dd (5,1/11,1)

13 6,08 ¢ (7.3)

14 1,98 d (7.3)

15 1,89s

Os hidrogénios da base necina, em sua maioria apresentam-se como
multipletos ou singletos largos (Anexo 139), destacando-se a presenca do hidrogénio

H-60. em 5,18 ppm como um dublete alargado com °J = 5,1 Hz e a auséncia do
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hidrogénios H-6B caracteristicos. Os hidrogénios H9c e HIB apresentam constantes
geminais *Ja,.gs = 11,1 Hz e vicinais *Jowtn = 2,9 Hz & *Jgprn = 5,1 Hz. No éster
substituinte observa-se o acoplamento entre a metila 14 com o hidrogénio vinilico H-
13 com constante *Jiachz = 7,33 Hz. Embora pelo espectro gCOSY (Anexo 142)
observam-se varias correlagdes entre os hidrogénios da base necina, ndo foi
possivel determinar as constantes de acoplamento dos mesmos. A tabela H9 mostra

as correlagdes observadas na molécuta conforme o diagrama de contorno gCOSY.

Tabela H2 ~ Acoplamentos observados no diagrama de contorno gCOSY (Anexo
142).

15

2a

2p
3o

3p

9a
9
13
14
15

A COnfiguragéo dos substituintes sobre a base necina foi definida por analise
em NOESY 1D, com irradiagao sobre os hidrogénios H-6 (5,18 ppm), H-7 (4,08 ppm)
e H-8 (3,45 ppm) (Figura H17) (Anexo 144, 145 e 146).
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Figura H17 — Analise NOESY 1D: (A) irradiagao em H-8; (B} irradiagdo em H-7; (C)

irradiagéo em H-6.

Com as analises de NOESY 1D (Anexo 144, 145 e 146) nos hidrogénios H-6,
H-7 e H-8, definimos a configuracdo da base necina da molécula como sendo
platinecina [Figura H1 (a)], pois, 0s principais incrementos apresentam intensidade
de ~ 3,0, com excegdo dos incrementos entre os hidrogénios H-6 e H-7, que de H-7
para H-6 foi de 1,54 (Figura H17 B) e de H-6 para H-7 foi de 1,09 (Figura H17 C).
Como os incrementos observados sao diretamente proporcionais a distancia entre os
atomos observados, pode-se questionar quanto a configuragdo do H-6 na molécula.
Contudo, observa-se na irradiagdo sobre o hidrogénio H-8 (Figura H17 A), um
incremento de 0,44, isto demostra que os hidrogénios H-8 e H-6 estdo em
configuracao cis na molécula, pois a configuragdo trans entre estes atomos nao seria
detectada por esta analise. Portanto, a diminuigdo nos incremento entre os
hidrogénios H-6 e H-7 se deve a conformagdo assumida pela molécula devido ao

éster substituinte.
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Obtivemos a platifilina (SB-2) (Figura H18) do S. bonariensis. Os
dados/resultados de deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 'H, bem como
multiplicidades, e valores de constantes de acoplamentos e comparagio com dados

da literatura encontram-se descritos na Tabela H10.

Tabela H10 - Analise de RMN de 'H da Platifilina (SB-2) (Logie e col., 1994).

Platifilina SB-2
H & 'H (ppm)J=Hz | 6 'H (ppm) J=Hz
{isolado) (literaura)

1 2,52 qui (7,6)

2a 1,75 m

28 205m

3 274 m _ s

3p 2.91 at (7.5/10.0) WV OH,
5 268m 21

583 3.04m

6 2,08 m O

60 224 m

7 5,30 dd (4,7/8,8) 5,34

8 3,46 dd (4,7/6,7) 3,43

9q. 3,92 dd (11,5/1,6) 3,95

9B 4,58 dd (9,0/11,5) 4,60 . .
13 192 dt (.75 8) Figura H18 - Platifilina
140, 2,12d(6,7) (SB-2)
143 218 d(6,7)

18 1,24 s

19 0,90 d (6.8)

20 581 g (7.0)

21 1,78 d (7,0)

A platifilina apresenta a maiocria dos hidrogénios da base necina como
multipletos (Anexo 148) onde pouca informagdo se obtém sobre as constantes de
acoplamentos, destacando-se apenas em 5,30 e 3,46 ppm os hidrogénios H-7 e H-8,
como duplos dubetos, onde obtém-se as constantes vicinais °J = 4,7 Hz. J& para 0
éster substituintes observa-se em 3 4,58 e 3,92 ppm os hidrogénios H-9c. € B como
duplos dubletos com constantes geminais °J = 11,5 Hz. Observa-se tambeém em

5,81ppm o hidrogénio vinilico como quarteto de constante 3/ = 7,0 Hz referente ao
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acoplamento com a metila CHz-21 em 1,78 ppm. Os dubletos dos hidrogénios H-14q
e pem 2,18 e 2,12 ppm com constante geminas %/ = 6,7 Hz e em 1,92 um duplo
tripleto referente ao hidrogénio H-13 que acopla com os hidrogénios H-14a e B com
constante vicinal °J = 6,7 Hz e com a metila CH;-19 com constante vicinal 2/ = 6.8
Hz.

A configuragdo dos substituintes da base
necina foi definida a partir de analise NOESY 1D
(Figura H19) (Anexo 154}. Onde, em irradiacao no
hidrogénio H-8 tém-se incrementos nos
hidrogénios H-7 e H-1 de 266 e 215

respectivamente, definindo assim, configuracao cis

Figura HI9 - NOESY ID em H-¢§
entre os atomos H-7, H-8 e H-1. Confirmando que platifilina (SB-2)

a molecula isolada trata-se da platifilina (SB-2).
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3.2.5 - Conclusoées

As analises espectroscopicas de RMN de 'H dos alcaldides pirrolizidinicos
macrociclicos (APs) obtidos, apresentam varios aspectos para estudo, devido aos
diversos grupos constituintes existentes na estrutura destes alcaldides. como
insaturagbes ofefinicas, ésteres e hidroxilas, como também sistemas anelares de
cinco e doze membros

O estudo de RMN de "H, como as analises no diagrama de contarnc gCOSY e
NOESY 1D, foram fundamentais para a determinag&o das estruturas dos APs
obtidos, pois os efeitos conformacionais existentes, principalmente quando a base
necina é saturada, traz para estas estruturas, véarios sinais de 'H como multipietos,
que dificultam bastante a distingdo dos hidrogénios.

No entanto, a utilizagdo de analises uni (NOESY 1D) e bi-dimensional
(gCOSY), nos facilitou, principalmente, a identificagdo inequivoca dos hidrogénios da
estrutura, assim como a configuragdo dos substituintes e conformacao das bases

necinas obtidas.
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3.3 - Espectroscopia de RMN de "°C de alcaloides pirrolizidinicos

Em uma revisdo recente, Roeder 1990, apresenta tabelas de RMN de '°C de
130 estruturas de APs, mas néo discute as elucidagbes das mesmas. Mody em
1979, discute estas estruturas por RMN de *C utilizando o experimento SFORD
{single-frequency proton off-resonance decoupiing) e tomando como base estruturas
ja estudadas por cristalografia de raio-X. Entretanto, Jones em 1982 faz a primeira
discussdo de RMN de '*C através de experimento de "C—'H acoplados em um
equipamento Bruker HFX-270 (67,89 MHz), sem utilizar dados comparativos com
cristalografia de raio-X ou sintese orgénica. Em 1996, Hans apresenta um
experimento COLOC obtidc em equipamento Bruker AM-300 da molécula da
retrosina, onde discute principalmente a distingdo entre os carbonos quaternarios C-1
e C-15.

3.3.1 - Espectroscopia de RMN de ™C de alcaldides pirrolizidinicos 1,2-
insaturados

A utilizagao de experimentos bidimensionais, € de fundamental importancia na
elucidagdo de estruturas complexas como no caso de APs. Todas as estruturas
isoladas no nosso experimento foram estudadas com RMN de "*C (Dept, "°C
desacloplado, HSQC, HMQC ou HETCORY).

Seguiremos aqui a mesma sequéncia de apresentagdo feita para moléculas
no estudo em RMN de 'H. Portanto, iniciaremos pela substancia Senecionina (SB-1)
(Figura C1) (Anexo 99 e 100). Tomando como base os dados obtidos na literatura
para comparar com 0s nossos experimento em RMN de "*C, obtivemos para os APs
isolados as atribuigdes constantes na Tabela C1.

O espectro de RMN de "°C e DEPT, do composto SB-1 mostra que possui 18
cabonos dos quais 5 sdo quaternarios (Co), 5 terciarios (CH), 5 secundarios (CH.) e
3 primarios (CH3). A analise do experimento HMQC (Anexo 102), mostram
correlagdes correspondentes a 'Jen de toda a estrutura. Atribuiram-se aos sinais em
23,9 ppm, 10,0 ppm e 14,0 ppm, as metilas CH; — 18, CH; — 19 e CH; — 21
respectivamente, os sinais 135,1 ppm e 133.4 ppm, aos carbonos vinilicos C-2 e C-

20 respectivamente. Os sinais em 73,7, 76,3 e 37,3 foram atribuidos aos carbonos
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terciarios C-7, C-8 e C-13 a partir do estudo bidimensional por experimento gCOSY e
HMQC (Anexo 101 e 102). Para a atribuigdo dos carbonos quaternérios a utilizagdo
de dados da literatura foi fundamental indicando os carbonos carbonilicos C-11 em
177,1 ppm e C-16 em 166,5 ppm e os vinilicos C-1 em 130,3 ppm e C-15 em 131,9
ppm.

Tabela C1 - Analise de RMN de °C da Senecionina (* Jones 1982, ** Roeder, 1990).

Senecionina SB-1
C 8 °C (ppm) 5 °C (ppm)
(isolado) (literatura)
1 Cp 130,3 131,54 132,2**
2 CH 135,1 136,31 136,7
3 CH; 61,5 62,75 62,2
5 CH» 51,9 53,08 53,0
6 CH, 33,7 34,84 37,7
7 CH 73,7 74.89 75,8
8 CH 76,3 77.74 77,0
9 CH, 59.4 60,61 61,4 ) o
11 CD 177,1 178,24 177,7 Flgura C1 - Senecionina
12 Cp 75,7 76,78 76,7 (SB-1)
13 CH 37,3 38,46 38,2
14 CH, 37,2 38,35 38,3
15 Co 131,89 133,13 133,2
16 Cp 166,5 167,51 167.,5
18 CHa, 23,9 25,01 25,0
19 CH; 10,0 11,14 11,1
20 CH 133.4 134,27 134,0
21 CH, 14,0 15,00 15,1

A mesma estrutura molecular foi isolada do S. oleosus e classificada como SL-
1 (Anexo 156 e 157).

Do S. brasiliensis foi isolado a intergerrimina (SB-3) (Anexo 107). Os
resultados dos deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *C em comparacao

com dados da literatura encontram-se descritos na tabela C2.
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Tabela C2 - Andlise de RMN de *°C da Intergerrimina (Jones 1982).

intergerrimina SB-3
c 5 °C (ppm) | 5 "*C (ppm)
(isolado) {literatura)

1 Co 131,68 131,8

2 CH 136,82 136,14

3 CH; 62,67 62,35

5 CH, 53,09 53,17

6 CH, 33,78 33,81

7 CH 75,51 75,28

8 CH 77,14 77,32

9 CH, 60,93 60,82

11 Cq 178,24 178,34

12 Cq 76,75 -

?li 8:2 gg:gg gg?g Figura C2 - Intergerrimit
15 C, 133,93 134,50 (5B-3)
16 Co 169,14 168,94

18 CHj 25,14 25,27

19 CHs; 11,77 11,91
20 CH 135,29 135,65
21 CHs 14,18 14,20

A disting@o entre os isdmeros senecionina (SB-1) e intergerrimina (SB-3) ja foi
discutido no capitulo 3.2 (v. p. 28) de RMN de 'H e esta na configuracdo da
insaturagdo o, B carbonilica do éster substituinte. Na analise de RMN de '°C
observamos principalmente a mudanga nos deslocamento quimicos dos carbonos
que fazem parte do sistema alilico e carbonos vizinhos. O maior efeito & observado
para o carbono C-14 em 29,53 ppm, que para a intergerrimina (SB-3) sofre uma
diminuigdo de 6 de 7,67 ppm com relagdo a senecionina (SB-1), onde o C-14 é
observado em & = 37,20 ppm. A discussdo sobre as distingbes entre os carbonos
sera feita mais a frente.

De S. conyzaefolius foi isolada a retorsina (SZ-1) (Figura C3) (Anexo 114). Os
resultados dos deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *C em comparagéo
com dados da literatura encontram-se descritos na tabela C3. A estrutura obtida

diferencia-se da senecionina (Figura C1). Devido & alta similaridade estrutural,
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houve pouca mudanga com relagdo aos deslocamentos quimicos dos carbonos,

destacando-se o sinal em 66,89 ppm referente ao carbono C-18.

Tabela C3 - Andlise de RMN de "°C de Retrorsina (Roeder 1990).

Retorsina SZ -1
C 5'°C (ppm) | & C (ppm)
(isolado) (literatura)

1 Co 132,38 1322

2 CH 136,54 135,2

3 CH- 62,70 62,2

5 CH» 52,98 52,8

6 CH, 34,62 36,9

7 CH 74,96 75,7

8 CH 77,39 76,6

9 CH: 60,89 63,3

11 Cp 175,57 175,86
12 Cy 81.44 813 Figura C3 - Retrorsina
13 CH 35,62 35,6 (SZ-1)
14 CH; 37,86 36,0

15 Cy 131,19 1311
16 Cop 167,34 167.3
18 CH- 66,89 66,7

19 CH; 11,57 11,6
20 CH 134,66 136,2
21 CHy | 14,98 15,0

Foi observado para a retrorsina (SZ-1) o mesmo comportamento da
senecionina com relagéo ao deslocamento quimico do C-14, conforme comentado na
pagina 53. Para confirmar nossa hipotese com relacdo aos deslocamentos quimicos
de C-14 para a retrosina (SZ-1), isolamos das vagens frescas de Crotalaria palida a
usaramina (CP) (Figura C4). Os valores dos deslocamentos de RMN de °C e suas

respectivas atribuicdes sdo apresentados na Tabela C4 (Anexo 162 e 163).
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Tabela C4 - Analise de RMN de "*C de Usaramina (Roeder 1990).

Usaramina CP
c 5 °C (ppm) 5 °C (ppm)
(isolado) (literatura)
1 Co 131,56 131,7
2 CH 136,80 136,6
3 CH, 62,51 62,5
5 CH; 52,99 52,9
6 CH» 33,65 33,7
7 CH 75,59 75,5
8 CH 76,90 76,9
9 CH; 61,31 61,2
11 Co 175,63 175,3
12 Cgp 81,23 81,3
13 CH 36,79 36,8
14 CH; 29,26 29,3
15 Cq 133,36 1334
16 Co 168,93 168,9
18 CH; 67,03 67,1
19 CH; 12,31 12,3
20 CH 135,76 135,7
21 CHs 14,16 14,2

Nossa intengdo com o isolamento da usaramina foi fazer um estudo
comparativo entre os isdmeros senecionina/intergerrimina e retrorsina/usaramina. O
mesmo efeito de blindagem obtido por nds com a inversdo da configuragado Z/E, foi
verificado por Pieters em 1988, que observou os efeitos produzidos pela mudanga da
configuracao sobre os isdbmeros senecifilina/espartioidina e retrorsina/usaramina.

Na tabela C5 observamos algumas variagGes, porém a de maior destaque,

possivelmente a mais relevante, é em relagao ao efeito de blindagem sob o C-14 que

Figura C4 - Usaramina

(CP)

na intergerrimina € de 7,67 ppm e para a usaramina & de 8,60 ppm.

55



Discussio de resuttados 56

Tabela C5 — Dados de RMN de "°C da intergerrimina e usaramina e diferenca de

deslocamento quimico nos isdbmeros Senecionina e Retrorsina,

respectivamente.
Intergerrimina Usaramina

C 8 °C (ppm) AS 8 °C (ppm) Ad

1 Co 131,68 +138 |Cy 131,56 -1,01
2 CH 136,82, +1,72 |CH 136,80 +0,21
3 CH; 62,671 +117 |CH; 62,511 -0,19
5 CH; 53,09: +1,19 |CH, 52,99 +0,01
6 CHy 33,781 +0,08 |[CH, 33,65, -0,97
7 CH 7551 +118 |CH 75,59 +0,65
3 CH 77,741 +0,84 |CH 76,90 -045
9 CH; 60,93! +1,53 |CH; 61,31 +045
11 Co 178,24, +1,14 |C,g 175,63 +0,09
12 [ Co 76,75 +1,05 |[Co 81,23; -0,19
13 |CH 3946 +2,26 |CH 36,791 +1,20
14 |CH, 29,53 -767 CH, 29.26: -860
15 [Co 133,93 +2,03 |Gy 133,361 +2 16
16 | Co 169,141 +264 1Co 168,92 +1,55
18 1CH; 25141 +124 |CH; 67,03, +0,13
19 [CHs 11,77, +177 |CH, 12,317 +0,76
20 :CH 135,29 +189 |CH 133,361 -1,25
21 CH; 1418 +0,18 |CHs 14,16: -0,80

3.3.2 - Espectroscopia de RMN de °C de alcaldides pirrolizidinicos com base
tipo otonecina.

Para a elucidagdo das estruturas da mistura de APs obtida do S. conyzaefolius
constituida de Otosenina, SZ-2a (Figura C5) e senquirquina SZ-2p (Figura C8), a
analise do diagrama de contorno HSQC (Anexo 127} foi fundamental para atribuicdo
dos sinais.

Os dados experimentais de RMN de '3C obtidos, comparados com a literatura
para SZ-Za (Tabela C6) (Anexo 124) e SZ-2p3 (Tabela C7) (Anexo 124), nos mostram
principalmente a diferenga entre os carbonos do sistema epoxido da otosenina e os
carbonos do sistema alilico da senquirquina, que envolve os carbonos C-15, C-20 e

C-21, que para a otosenina sdo observados em § = 63,66 ppm, § = 55,95 ppm e § =
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13,49 ppm respectivamente, e para a senquirquina em & = 132,0 ppm, & = 137,0 ppm
e 6 = 15,2 ppm respectivamente. A diferenga na concentragédo das substancias na
mistura, foi determinante nos deslocamentos quimicos dos carbonos, que nao
apareciam sobrepostos devido a grande diferengca na intensidade dos sinais.

A presencga do carbono da metila ligado ao nitrogénio em 39,99 ppm e da
carbonila ceténica em 3 = 190,31 ppm, bem como os carbonos vinilicos C-1 em

134,21 ppm e C-2 em 136,99 ppm, confirma a base otonesina insaturada das
estruturas da mistura.

Tabela C6 — Analise de RMN de *C da Otosenina (Roeder 1990).

Otosenina SZ-2a
C 3°C (ppm) | & '°C (ppm)
(isolado) (literatura)

1 Co 134,21 134,3

2 CH 136,99 1371

3 CH> 64,07 64,2

5 CH-» 53,10 53,2

6 CH- 35,45 355

7 CH 78,37 78,5

8 CH 190,31 190,5

9 CH, 59,1 59.1

11 Co 177,94 1777
12 Co 76,91 77,9
13 CH 38,42 38,5 Figura C5 - Otosenina
14 CH- 37,00 37,1

15 Cq 63.66 63.7 (52-20)
16 Co 177.71 177.8
18 CHs 23,80 23,9

19 CHs; 12,41 12,5
20 CH 55,95 56,1
21 CHs 13,49 13,6
N-Me 39,99 40.0
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Tabela C7 — Analise de RMN de "°C da Senquirquina (Roeder, 1990).

Senquirquina (SZ-28)

C & °C (ppm) 8 *°C (ppm)
(isolado) (literatura)
1 Cy 134,21 134,3
2 CH 136,99 137.3
3 CH; 58.96 58,4
5 CH, 53,10 53,2
6 CH. 35,45 37,1
7 CH 78,37 781
8 CH 190,31 191,7
9 CH, 64,3 64,3
11 Co 178,0 178,0
12 Cy 76,91 76,6
13 CH 38,42 38,6
14 CH, 37,00 36,9
15 Cq 132,5 131,7
16 Cg 168,0 166,5
18 CHs 24.3 246
19 CHa, 11,5 10,6
20 CH 137.,0 137,0
21 CH, 15,2 15,3
N-Me 39,99 40,4

3.3.3 - Espectroscopia de RMN de "°C de alcaldides pirrolizidinicos 1,2-

saturados

Figura C6 - Senquirquin
(SZ-2p)
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APs saturados isolados: Para esta classe de alcaidides pirrolizidinicos a

utilizacdo de espectros bidimesionais, foi fundamental para a definicdo dos
hidrogénios da base necina. A maioria ‘dos hidrogénios apresentam-se como

multipletos nos espectros de RMN de 'H. A nzo obtengdo das constantes de

acoplamento entre os hidrogénios geminais e vicinais das bases saturadas nao

permite uma definicé&o estrutural. Mesmo para os hidrogénios em carbonos tercirios

apresentam-se como multipletos. Portanto, a analise conjunta de espectros

bidimensionais como gCOSY e HSQC foram de fundamental importancia na

definicdo destas estruturas.
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Iniciarernos pela sarracina SJ-1 (Figura 7), onde dados obtidos dos espectros

(Anexo 132 e 133) comparados com dados da literatura nos leva as seguintes

determinagdes (Tabela C8).

Tabela C8 — Analise de RMN de "*C da Sarracina (Roeder, 1990).

Sarracina SJ-1
C & °C (ppm) | 3 ™°C (ppm)
(isolado) (literatura)
1 CH 40,30 40,20
2 CHp 28,94 28,8
3 CH, 55,20 55,2
5 CH, 53,62 53,6
6 CH; 35,16 35,0
7 CH 68,89 68,8
8 CH 75,18 75,2
9 CH; 64,15 64,0
11 Co 166,69 167,0
12 Co 131,71 132,0
13 CH 140,66 140,7
14 CHs 15,82 15,7
15 CH> 65,15 64,5
17 Co 166,65 166,8
18 Co 126,97 127 1
19 CH 139,63 139,5
20 CHs 15,87 15,5
21 CHs 20,88 20,7

(s OH
19
1§ 21
zo/i[/ O\ EANGK
O/ O 9 14
1
6 2
5 N 3

Figura C7 - Sarracina
(SJ-1)

Analise das constantes de acoplamento permite diferenciar as metilas C-14,

C-20 e C-21 e os carbonos terciarios vinilicos C-13 e C-19. Com isso atribuiram-se

os sinais em 15,82, 15,87, e 20,88 ppm as metilas, e em 140,66 e 139,63 ppm aocs
hcarbonos vinilicos. Tendo-se atribuido corretamente 0s sinais dos espectros de
RMN de 'H pelo diagrama de contorno HSQC (Anexo 135), que apresenta as

correlacdes dos hidrogénios com seus respectivos cabonos ('J1acan), pode-se

concluir os sinais dos carbonos metilénicos e metilicos. Observa-se também a

presenga das carbonila C-11 e 17 em 166,69 e 166,65 ppm.

Para o alcaldide inédito juerguensina SJ-2 (Figura C8) seguimos o mesmo

raciocinio utilizado para a determinag¢do da estrutura da sarracina (Figura C7). A
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analise do éster conjugado, foi conduzida a partir das constantes de acoplamento
obtidas dos espectros de RMN de 'H das correlagdes observadas no diagrma de
contorno gCOSY (Anexo 134). A anélise detalhada do espectro NOESY 1D (Anexo
135) permitiu a atribuigdo correta dos sinais dos hidrogénios da base necina. Entéo,

pelo HSQC atribuiu-se os sinais dos respectivos carbonos (Tabela C-9).

Tabela C9 - Andlise de RMN de "*C da Juerguensina.

Juerguensina SJ-2
C 5 "°C (ppm)
(isolado)
1 CH 42,09
2 CH; 27,35 "
3 CHy 55,91
5 CH, 59,28 5
6 CH, 81,08 e
7 CH 75,55
8 CH 70,52
9 CH, 60,69 Figura C8 - Juerguensina
.12 Cg 127 45
13 CH 138,97
14 CH, 15,84
15 CH, 20,48

Do S. bonariensis foi isolado a platifilina (SB-2). Os resultados dos
deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *C em comparagao com dados da
literatura encontram-se descritos na tabela C2.

Com o espectro de RMN de "*C e Dept, em maos, observamos gue o
composto SB-3 possui 18 cabonos dos quais 5 sdo quaternarios (Co), 4 terciarios
(CH), 6 s&o secundarios (CH.) e 3 primarios (CHs). Apds a definicdo do numero de
carbonos desta estrutura passamos para a andlise do experimento HSQC (Anexo
153), onde se observam correlagdes correspondentes a 'Je.w de toda a estrutura.

Atribuiram-se os sinais em 26,06 ppm, 13,07 ppm e 15,48 ppm, as metilas
CH3 - 18, CH3 — 19 e CH3s — 21 respectivamente, o sinais 136,07 ppm, ao carbono

vinilico C-20 . Os sinais em 74,26, 69,12 e 37,26 foram atribuidos aos carbonos
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terciarios C-7, C-8 e C-13 a partir do estudo bidimensional por experimento gCOSY
e HSQC (Anexo 152 e 153). Para a atribuigdo dos carbonos quaternarios, a
utilizacdo de dados da literatura foi de fundamental importancia, onde temos os
carbonos carbonilicos C-11 em 178,68 ppm e C-16 em 167,46 ppm e o vinilicos C-15
em 131,68 ppm. Com a auséncia da insaturagdo na base necina, observou-se os

sinais em 39,18 e 30,85 ppm, que foram atribuidos aos carbonos C-1 e C-2

Tabela C10 — Analise de RMN de "*C da Platifilina (Roeder, 1990).

Platifilina (SB-2)
c 3 °C (ppm) 8 °C (ppm)
(isolado) {literatura)
1 Co 39,18 38,4 I8
2 CH, 30,85 31,7 0y OHO
3 CH;, 53,94 53,6 ’
5 CHs 52.05 51,9
6 CH, 35,25 35,8 0
7 CH 74.26 74,2
8 CH 69,12 69,5
9 CH, 65,57 66,6
1 Cq 178,68 178,7
12 Cy 76,09 75,7
13 CH 37,26 37,7 Figura C9 - Platifilina
14 CH, 39,90 39,2 (SB-2)
15 Cq 131,68 313,8
16 Cq 167.46 167,7
18 CH, 26,06 26,6
19 CHs 13,07 13,5
20 CH 136,07 136,5
21 CHs 15,48 15,6
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3.4 - Conclusao

As analises espectroscopicas de RMN de *C dos alcaldides pirrolizidinicos
macrociclicos (APs) obtidos apresentam varias informagdes sobre as estruturas,
principalmente sobre o niumero de carbonilas e insaturacdes nas estruturas.

As andlises espectroscopicas bidimensionais de RMN de *C (HSQC), foram

responsaveis pela distingdo dos carbonos secundarios CH, constituintes das bases

necinas.
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4 - Consideragoes finais

Da analise de espectrometria de massas dos compostos obtidos, formamos os
perfis de fragmentagdo dos APs insaturados e saturados e também dos alcaldides
com base do tipo otonecina. Para os compostos insaturados com base do tipo
retronecina, o ion molecular apresentou abundancia relativa significativa, que foi
responsavel por uma definicdo estrutural rapida e precisa. Destes compostos,
realizamos analise de espectrometria de massas de alta resolu¢do para uma
determinagao inequivoca da composigdo das moléculas. Ja para os saturados o ion
molecular ndo constava na analise. No entanto, a fragmentacdo dos compostos
reproduzia os perfis descritos na literatura. Estes compostos apresentavam na
analise por CG-EM uma certa decomposicdo do material, que foi observada na
analise de alta resolugédo, onde os fragmentos obtidos apresentaram distingdo da
analise de espectrometria de massas por impacto de elétrons. Para os compostos
com base do tipo otonecina, o ion molecular ndo constava na andlise ou se
confundia com os fragmentos de muito baixa intensidade, obtidos da analise por CG-
EM. Alem disso, a amostra analisada era uma mistura de alcaléides que nos
impossibilitou o uso da espectrometria de massas de alta resolugdo. No entanto, um
estudo realizado utilizando as tecnicas de cromatografia com fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas por ionizagdo quimica foi responséavel pela definigdo
precisa do ion molecular e a determinagao dos provaveis constituintes da mistura de
APS.

Espectros de RMN: foram obtidos os espectros de RMN de 'H, de '°C, 1D
(NOESY e CYCLENOE) e em 2D (gCOSY, HSQC). Para os compostos isolados SB-
1, SB-3, SL-1, SL-2 e SZ-1, as constantes de acoplamentos dos hidrogénios da base
necina do tipo retronecina, foram estabelecidas através das correlagdes observadas
nos diagramas de contorno gCOSY, principalmente, quando os sinais dos
hidrogénios apresentavam-se como multipletos. A analise conjunta dos espectros em
2D foi responsavel pela determinagdo correta dos deslocamentos quimicos dos
carbonos secundarios e terciarios destas estruturas. Para a mistura de alcaldides

obtida do Senecio conyzaefolius, definida como SZo,p e de estruturas bem

UMICAMY
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semelhantes, os deslocamentos quimicos que ndo apresentavam sobreposicéo de
sinais no espectro de RMN de 'H, a utilizagdo de analise bidimencional {gCOSY,
HSQC) foi determinante para a definigdo dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e seus respectivos carbornos.

Nos alcaldides com base necina 1,2 saturada a definicdo dos hidrogénios
assim como dos cabonos, foi feita a partir de analise bidimencional (gCOSY, HSQC),
pois, em sua maioria, os hidrogénios apresentavam-se como multipletos. O estudo
conformacional da base necina destes APs s0 foi possivel com a utilizag&o de estudo
em NOESY , principalmente para a molécula inédita juerguensina, que apresenta um

substituinte éster na posicao C-6, até agora n&o descrito na literatura.
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5 - EXPERIMENTAL

5.1 - Materiais e Métodos
Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrofotémetro: BOMEM MB-SERIES FT-IR, em pastithas de KBr ou filme com
CH2Cl; em celas de NaCl.

O valor de rotagao otica [o]p foi obtida em espectropolarimetro JASCO (Japan
Spectroscopic Company) modelo J — 720, com lampada de Xendnio de 450W e
campo de varredura de 170 a 1100 nm.

Ponto de fusdo em aparetho REICHERT (DIEDERICHSEN-THODOR WILLE)
Austria Modelo 326 449. |

5.2 - Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de *C

Na obtengdio dos espectros de RMN de 'H e *C {'H} dos compostos
sintetizados foi utilizado um espectrdmetro de RMN de 500 MHz (INOVA 500 da
VARIAN). As condi¢Bes experimentais de RMN de 'H e "*C {'H} estdo apresentadas
nas Tabelas E1 e E2.

Tabela E1. Condicbes experimentais de RMN "H em um equipamento de 500 MHz
Condigdes Experimentais na RMN 'H

Espectrémetro INOVA-500
Solvente DMSO
Concentragéo 6-60 mg.mL’
Referéncia 0,03% TMS (v/v)
sfrg (Freqiéncia) 499,88 MHz
Tn (Nacleo) 'H

At (Tempo de Aquisicdo) 4,000 s

np (Numero de Pontos de Dados) 64 K

sw {Largura Espectral) 8000 Hz

d1 (Tempo de espera da reciclagem) 0

nt (Numero de Transientes/Incremento) 64

fn (Preenchimento de Zero) 64 K

Ib (Largura de Linha) 0,3-09Hz
Temperatura ambiente
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Tabela E2. Condi¢des experimentais de RMN de "C {'H} em um equipamento de 500 MHz
Condigbes Experimentais na RMN °C

Espectrometro INOVA-500
Solvente DMSO
Concentragao 6-60 mg.mL’
Referéncia 0,03% TMS (viv)
sfrq (Frequéncia) 125,696 MHz
nt (Nucleo) 3c

at (Tempo de Aquisigéo) 1,024 s

np (Numero de Pontos de Dados) 64 K

sw (Largura Espectral) 32000 Hz

d1 (Tempo de espera da reciclagem) 1,5

nt (Namero de Transientes/Incremento) 5000-18000
fn (Preenchimento de Zero) 64 K

lb (Largura de Linha) 1 Hz
Temperatura ambiente

Para uma atribuigdo mais precisa dos sinais de RMN de 'H e de "*C{'H},
utilizou-se os experimentos bidimensionais gCOSY ('H-'H), HSQC (e} € gHMBC
("Jc.n). Na aquisigdo dos diagramas de contorno gHMBC foi utilizado "Jc.n=8,0 Hz. O
experimento gCOSY ajudou na atribuigdo dos sinais de hidrogénios, principalmente
dos hidrogénios geminais da base necina (H-2, H-3, H-5 e H-6). Ja o diagrama de
contorno HSQC contribuiu para a atribuicdo dos sinais dos carbonos metinicos e
metilénicos. Os experimentos de Cyclenoe, NOESY-1D e nQOe nos conduziram a
uma provavel estereoquimica dos sinais de hidrogénios H-1, H-7 e H-8.

As amostras foram dissolvidas em cloroformio deuterado Aldrich, utilizando

como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) 0,03%.

5.3 — Espetrometria de massas e cromatografia em fase gasosa

Os espectros de massa de alta resolugdo 10.000 foram obtidos em
espectronmetro Auto Spec (70 eV) .

As analises por CG-EM dos extratos brutos, assim como das fracdes obtidas
por CC foram feitas a partir de solugdo metandlica com concentragdes que variavam

de 1 a 10 ppm, dependendo da concentracdo dos constituintes na amostra,
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realizadas em aparelho HEWLETT PACKARD-6890 com coluna capilar fundida HP-
SMS, de dimensdo (30m x 0,25mm x 0,25um), e recheio de (5%-fenil-95%-
dimetilpolisiloxano), acoplado a detector seletivo de massas HEWLETT PACKARD-
5973. As amostras foram injetadas nas seguintes condigdes, injetor 250° C, detector
280° C, programa de temperatura 150-280° C, 4° C/min, gas de arraste He 1 mi/min,

volume da amostra injetada 0,2 ou 1 ul.

5.4 - Coletas

Foram coletadas partes aéreas de Senecio, tendo sua identificagdo botanica
realizada pelo Prof. Dr. Nelson Ivo Matzenbacher (Departamento de Botanica,
Instituto de Biologia, PUCCRS) e as exsicatas depositadas no Herbario do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia UNICAMP (Tabeia E3). As partes
aereas das espécies coletadas foram mantidas em freezer (-15° C) até a extracao

dos aicaldides pirrolizidinicos.

Tabela E3- Coleta de material vegetal

Espécie Material vegetal Local de coleta Data

S. bonariensis Parte aérea Guaiba (RS) Qutubro 2000

S. brasiliensis Parte aérea Serra do Japi (SP)  Setembro 2000
S. conyzaefolius Parte aérea Sé&o Joaguim (SC)  OQutubro 2000

S. oleosus Parte aérea S&o Joaquim (SC)  OQutubro 2000

S. juerguensis Parte aérea S&o Joaquim (SC)  Outubro 2000

C. palida Vagens Campinas (SP) Novembro 2001

5.5 - Extracoes

Partes aéreas, geralmente inflorescéncias das espécies Senecio bonariensis,
S. brasiliensis, S. oleosus, S. conyzaefolius, S. juerguensis e Crotalaria palida, foram
trituradas em etanol 99° GL, e submetidos a extragbes sucessivas por 48 h. Os
extratos etandlicos foram secos em rotaevaporador sob pressdo reduzida e
temperatura aproximadamente 40° C, sendo submetidos a tratamento acido-base,

metodologia padrdo (Mendonga, 2000) para isolamento de alcaloides pirrolizidinicos
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(Fluxograma 1). Apds o fracionamento acido-base, separou-se por cromatografia, de
coluna classica (CC) monitorada por CCD (Si-gel Al,O3).

5.5.1 - Fracionamento acido-base (fluxograma 1)

O extrato etanélico seco, foi diluido em solugdo aquosa de H,S0O, 2N, e
particionado trés vezes com igual volume de CHCl; ou CHyCl, para extracdo dbs
constituintes neutros, os quais foram desprezados. Em seguida, a solugdo aquosa
acida foi submetida a reacgéo de reducdo com excesso de Zn em pd por 3 horas,
tendo sido © pH da reagdo mantido entre 1-2 por adi¢go de gotas de solugdo H,SO,
SN controlado por papel indicador universal. Reduziu-se assim as provaveis formas
N-Oxido dos APs para base livre. Apos a redugdo, a solugdo acida foi filtrada sob
gravidade e alcalinizada com hidroxido de amédnio até pH 11-12. A solugdo aquosa
basica foi particionada trés vezes com igual volume de CHCl3:MeOH (4:1). As
fragbes orgénicas obtidas do particionamento foram secas com Na»S04 anidro, para
a eliminagdo de H;O, filtradas e secas sob pressao reduzida em rotaevaporador com

temperatura ~ 40° C. Assim obteve-se 0 extrato alcaloidico seco para cromatografia.

9.6 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para analise dos extratos alcaloidicos obtidos por CCD, utilizou-se como fase
estacionaria placas de silica Gel 60 F2ss, € como fase movel o eluente
CHCI3:MeOH:NH,OH (83:15:2). A detecgdo dos alcaldides na analise por CCD foi
feita sob luz UV a 254nm para os alcaldides com ligagGes duplas conjugadas, e por
pulverizagdo da placa com solugdo de Dragendorff, que evidencia a presenga do
nitrogénio dos provaveis alcaldides por manchas laranja caracteristicas. Apos a
detecgdo dos alcaldides nos extratos brutos por CCD, fez-se as separagbes por CC e

analise por CG-EM para se determinar a real composicdo dos extratos obtidos.
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5.7 - Cromatografia de Adsor¢gao em Coluna {CC)

Fez-se cromatografia de adsor¢gdo em coluna para os extratos alcaloidicos
brutos obtidos, onde a coluna foi empacotada com CHCIl; ou CH,Cl,, utilizando-se
como fase estacionaria silica Gel 60 Merck tamanho de particula 0,0063-0,200 mm
para todas as colunas empacotadas durante todo o experimental. Inicialmente a
coluna foi enpacotada e eluida com CHCI; ou CH;Cl;, e gradativamente alterou-se a
polaridade do eluente com proporgdes de 1%, 2%, 5%, 10%, 15% e 20% de MeQOH
em CHCI; ou CH.Cl;. A coluna foi monitorada por analise em CCD. Os alcaldides
obtidos do fracionamento foram analisados por CG-EM para se determinar o grau de

pureza e a provavel estrutura do alcalide obtido.
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Material Vegetal Fresco Triturado em
liquidificador em EtOH 99° GL

'

Filtragao em papel,
gravidade

'

Seco em

70

L 3| Solvente recuperado

v

Extrato Alcodlico

'

Fase Organica

!

Diluido em HCI 2N
Extraido 3X com CHClI3

'

Fase Aquosa

Extrato
Neutro

Reduzir com Zn pH (2-3)
por 3 horas / filtragao

Fase Aquosa

Alcalinizada com NH;OH
ate pH 12

Extraido 4X com
CHCI5/MeOH 20%

{

v

Fase Orgénica

Fase Aquosa

i .

v

Extrato Alcaloidico

Desprezado

|

Andlise CG/EM

Fluxograma 1 — Procedimento geral para extrago de APs
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5.8 - Obtengao geral de alcaloides de Senecio bonariensis

Do material vegetal congelado desta espécie foi separado uma pequena
aliquota que foi triturado em 2 L de etanol 99° GL. Entdo por filtragdo simples
separou-se todo o liquido do material triturado, secou-se o liquido obtido em rota-
evaporador com temperatura mantida a aproximadamente 40° C, e extraiu-se seus
alcaldides conforme Fluxograma 01, obtendo-se 25 mg de extrato. Ao material sélido
residual depois filtrag&o {marco) adicionou-se mais 2L de etanol 99° GL e deixou-se
extrair por 48 h, com eventual agitagdc manual do material. Repetiu-se o©
procedimento de extragdo dos alcaldides obtendo-se agora 10 mg de extrato.
Adicionou-se mais 2 L de etanol 99° GL e extraiu-se por mais 48 h com agitacdo
manual em uma terceira extracdo dos alcaloides do material. Obteve-se entdo 3 mg
de extrato aicaloidico, numa demonstragao que ¢ material de partida j&a ndo tinha
alcaléides suficientes para uma nova extragdo. Definiu-se assim que este seria o
padrdo para as demais extragBes de alcaloides em todas as espécies vegetais
analisadas.

O material solido restante das sucessivas extragdes foi seco e pesado (52 g)

fornecendo os seguintes dados (Tabela E4).

Tabela E4 : Rendimento de extragoes sucessivas

Senecio bonariensis (52 g peso seco) mg % / peso seco
1% extragao 25 0,0480
2° extragdo 10 0,0192
3% extracao 03 0,0057

Rendimento total 38 0,0730
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Da extragdo de todo o material vegetal congelado obteve-se 360 mg de
extrato alcaloidico de 473 g das partes aéreas em sua maioria inflorescéncias {peso
seco) do Senecio bonariensis (SB). Cromatografou-se 60 mg em coluna (2 = 0,7
cm) tendo como fase estacionaria silica gel 60 Merck (3,0 g). Foram coletadas 20
gotas por fragdo num total de 80 fragdes, tendo como eluente CHCI3:MeOH:NH,OH
(90:10:2). As fragdes recothidas foram reagrupadas de acordo com a semelhanca
visual observada por andlise em CCD, utilizando como revelador solugdo de
Dragendorff (Tabela ES5).

Tabela E5 : Fracionamento de 60 mg do extrato alcaloidico de SB

Eluente Fractes Massa (mg) Caédigo da
substancia
isolada
CHCl3:MeOH:NH,OH (90:10:2) 01-10 30 SB-1
11-50 07 SB-2
51-80 10
Total 80 47 (78,3%
recuperado)

Das fragdes (01-10) obteve-se o alcaldide SB-1. Na fragido 11-50 detectou-se
por CCD sob luz ultra-violeta mais de um composto nas fracdes, porém apds
revelagdo com Dragendorff verificou que apenas um dos constituintes era alcaldide.
A mistura dos compostos dificultou a determinacdo estrutural do alcaléide desta
fracdo. Fez-se necessario cromatografar mais 300 mg do extrato alcaloidico obtido
de Senecio bonariensis em CC (& = 1,5 cm), tendo como fase estacionaria silica gel
60 Merck (12 g). Foram coletadas 130 fracbes de aproximadamente 5 ml,
reagrupadas de acordo com as semelhangas observadas por analise em CCD,
tendo como eluente solugdes CHCl3: MeOH (5% e 10%) (Tabela E6).
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Tabela E6 : Fracionamento de 300 mg do extrato alcaloidico de SB
Eluente Fracdes Massa (mg) Cédigo da

substancia isolada

CHCl;5: MeOH 5% 1-10 21
11-17 14
18-28 50 SB-1
29-60 22 SB-1
61-80 10
CHCl3: MeOH 10% 81-105 25 S5B-2
106-130 15
Total 130 153 (52,3 %
recuperado)

5.9 - Alcaloides Isolados:

¢ SB-1, Senecionina, (C1gH2sNOs });

e 12-Hidroxisenecionina-11,16-diona.

e MM: 335;

e Recristalizacao (Etanol-Acetona 9:2);

e p.f. 224-228°C (Lit. 232-245°C, Rizk 1991)

e [0]®c —127 (CHCls, c: 4 .10 mg/ml), (Lit. -56, Rizk
1991)

» Forma fisica: agulhas incolores

o 1VemKBr, vinax cm™: 1238; 1714; 1739; 3438.

s EM alta resolugéo, m/z obtido 335,17327. Calculado 335,17335.

e EM 70 eV, mz (%) : 335 (M™, 17), 291 (07), 246 (16), 220 (39), 136 (100), 120
(78), 93 (65).

e Dados de RMN 'H e de "*C est&o nos Capitulos 3.2 e 3.3.
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SB-2, Platifilina, C1gH27NOs, OH
(1a)-1,2-dihidro-12-Hidroxisenecionina-11,16-diona

MM: 337;

Forma fisica: 6leo amarelo

IV em KBr, vmax cm™": 1259; 1717; 3361;

EM 70 eV, m/z (%) : 337 (M™, 05), 211 (33), 140
(100}, 122 (90), 96 (36), 82 (85).

Dados de RMN 'H e de "*C estao nos Capitulos 3.2 e 3.3.

5.10 - Obtencdo de alcaléides de Senecio brasiliensis

Do extrato alcaloidico (2,21 g) obtido de 620 g (peso seco) das

inflorescéncias de Senecio brasiliensis (SBr), foi fracionado 1 g em coluna

cromatografica (& = 1,5 cm) tendo como fase estacionaria silica gel 60 Merck (33 g).

Foram coletadas 103 fracGes de

aproximadamente 50 ml cada. As fracbes

recolhidas foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas por anaiise

em CCD (Tabela E7).

Tabela E7 : Fracionamento de 1 g do extrato alcaloidico de SBr

Eluente Fragdes Massa (mg) Cédigo

CHCl; 01-12 5
CHCIl3:MeOH 1% 13-20 5

21-30 3

CHCl3:MeOH 2% 32-40 400 SB-3
CHCIl;:MeCOH 3% 41-55 5
CHCl3:MeOH 4% 56-65 6 SBr-2
CHCl3:MeOH 5% 66-80 32 SBr-2
CHCl3:MeOH 10% 81-95 17

MeOH 96-103 31

Total 103 504 (50,4%

recuperado)
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5.11 - Alcaléides obtidos

SB-3; Intergerrimina; C1gH2sNOs;

¢ [15(20)E])-12-hidroxisenecionina-11,16,diona.

« MM: 335;

¢ Forma fisica: amorfo

e IV emKBr, vma cm’': 1720 : 1745 -

e EM70eV, m/z (%) :335(M™, 03), 220 (20), 136
(100}, 120 (97), 93 (80).

« Dados de RMN 'H e de "°C est&io nos Capitulos 3.2 e 3.3.

5.12 - Obten¢ao de Alcaldides de Senecio oleosus

De 4 g do extrato alcaloidico obtido de 320 g (peso seco) das sucessivas
extragdes das inflorescéncias do Senecio oleosus (SL), fez-se CC com (500 mg) em
coluna cromatografica (< = 1,5 cm) como fase estacionaria silica gel 60 Merck (20 g)
Foram coletadas 183 fragbes de aproximadamente 10 ml cada. As fracbes
recolhidas foram reunidas de acordo com a as semelhancga observadas por analise
em CCD (Tabela E8).
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Tabela E8 : Fracionamento de 0,5 g do extrato alcaloidico de SL

Eluente Fracdes Massa (mg) Codigo
CH,Cl; 01-40 12
CH,Cl:MeOH 2% 41-60
CH,Cl;:MeOH 4% 61-80 4
CH2Cl2:MeOH 5% 81-92 7
CHyCl2:MeOH 10% 93-110 143 SL-1/8L-2
111-130 95 SL-2
131-150 69 SL-2
151170
MeOH 171-183 35
Total 183 365 (73% recuperado)

As fragbes 93-110 apresentavam uma mistura com dois alcaldides SL-1 e SL-
2 0s quais apresentavam uma boa separacdo em CCD, porém a concentracédo do
alcaloide SL-1 na amostra era muito baixa com relagcdo ao SL-2. Decidiu-se entdo
cromatografar mais 1 g do extrato original em silica gel 60 Merck (40 g). Foram
coletadas fragdes utilizando-se 0 mesmo gradiente de polaridade porém com maior
volume de aproximadamente 50 ml, reagrupadas de acordo com sua semelhanga
determinada por CCD (Tabela E9).

Tabela E9 : Fracionamento de 1,0 g do extrato alcaloidico de SL

Eluente Fragbes Massa (mg) Codigo
CHCIs 01-10 -
CHCI;:MeOH 2% 11-20 : 5
CHCl3:MeOH 3% 21-25 20 SL-1
CHCl3:MeOH 4% 26-50 595 SL-2
51-60 12 SL-2
CHCI3:MeOH 8% 61-75 13

Total 75 645 (64,5% recuperado)
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5.13 - Alcaloides isolados:

* SL-1, Senecionina, (CqgH25NOs ).

« 12-Hidroxisenecionina-11,16-diona

« MM: 335;

« Recristalizacao (Etanol-Acetona 9:2);

o P.f 226-233°C; (Lit. p. f. 232-245°C, Rizk 1991)

¢ [0]*’s 93 (CHCls, ¢: 5.10° mg/ml), {Lit. —56, Rizk
1991)

e Forma fisica: aguthas incolores

o |V emKBr, vmax cm™: 1238; 1714; 1739; 3438,

» EM aita resolugéo, m/z obtido 335,17327. Calculado 335,17335.

» EM 70 eV, m/z (%) : 335 (M™, 17), 291 (07), 246 (16), 220 (39), 136 (100), 120
(78), 93 (65).

e Dados de RMN "H e de "°C est3o nos Capitulos 3.2 e 3.3.

e SL-2, Retrorsina, C1gHx5NOg,

e 12,18-hidroxisenecionan-11,15-dione

e MM 351.

¢ Recristalizacdo em Acetona

* ponto de fusdo 216-218°C.

» Forma fisica: amorfo

e [0)®> —90 (MeOH, c: 1.10% mg/ml), (Lit. —64,
Rizk 1991).

o IVemKBr, v cm™: 1191; 1712; 1743; 3402.

« EM alta resolugdo, m/z obtido 351,16819,
calculado 351,16825.335,17327.

o EM70 eV, mz (%): 351 (M™, 10), 246 (10), 220 (22), 136 (100), 120 (75), 93
{65).

e Dados de RMN 'H e de "°C estdo nos Capitulos 3.2 e 3.3.
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5.14 - Obtencéo de Alcalbides de Senecio conyzaefolius

De 0,4 g do exirato alcaloidico obtido de 120 g (peso seco) das sucessivas

extragdes das inflorescéncias do Senecio conyzaefolius (SZ), fez-se CC de 400 mg

em coluna cromatografica (& = 1,5 cm) tendo como fase estacionaria silica gel 60

Merck (15 g). Foram coletadas 270 fragbes de aproximadamente 5 ml cada. As

fracbes recolhidas foram reunidas de acordo com a as semelhanga observadas por
analise em CCD (Tabela E10).

Tabela E10: Fracionamento de 0,4 g do extrato alcaloidico de SZ

Eluente

CH.CI;
CH2Ci2:MeOH 2%
CH2Cl2:MeOH 4%
CH3Cl2:MeOH 6%
CH,Cl:MeOH 10%
CH»Cl>:MeOH 10%
CHCly:MeOH 20%
CH>Clo:MeOH 50%

MeOH

Total

Fracdes

01-20

21-50

51-120
121-170
171-220
221-270
271-290
291-310
311-333

333

Massa (mg)

12

120
70
20
35
3
288 (72,0 %

recuperado)

Codigo da substancia

isolada

8Z-1/8Z
SZ-1

A fracao 171-220 foi analisada por CCD utilizando-se como revelador

Dragendorff. Verificou-se a presenga varios alcaldides, todos em muito baixa

concentragdo. Ja na fragdo 221-270 apenas um alcaléide majoritario também

detectado nas 171-220, mas com grande quantidade de outros compostos

detectados por luz UV e ndo detectado pela solugao de Dragendorff.
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Fez-se necessario coletar mais material botanico desta espécie, com
finalidade de realizar um novo experimental na tentativa de isolar um dos alcaldides
minoritarios existentes nesta espécie. Obteve-se 2,35 g de extrato bruto a partir de
1.529 g de material (peso seco). Cromatografou-se 1,7 g em coluna cromatografica
(@ = 2,0 cm) tendo com fase estacionaria silica gel 60 Merck (55 g) Foram coletadas

122 fragbes de aproximadamente 75 ml cada (Tabela E11).

Tabela E11 : Fracionamento de 1,7 g do extrato alcaloidico de SZ

Eluente Fracdes Massa (mg) Cédigo
CHCI; 01-10 12
CHCl3:MeOH 1% 11-20 21
CHCI3:MeOH 2% 21-30 25
CHCl3:MeOH 4% 31-38 40 Sz-aB
CHCI;:MeOH 4% 39-47 27
CHCl3:MeOH 6% 48-50 335 8Z-2
CHCl3:MeOH 6% 51-60 285 §2-2
CHCI3:MeOH 6% 61-70 219 SZ-2
CHCI3:MeQOH 6% 71-76 108
CHCl3:MeOH 8% 77-90 80
CHCl;:MeOH 15% 91-102 36
CHCI3:MeOH 20% 103-110 50
MeOH 111-122 68
Total 122 1306 (76,8%
recuperado)

Da fracdo 31-38 obteve-se uma mistura de alcaldides sé observada por
analise CG-EM, embora por CCD observou-se apenas um alcaldide. Decidiu-se
entao recromatografar esta fragdo 31-38 (40 mg). Utilizou-se coluna cromatografica
(2 = 0,7 cm) como fase estacionaria silica gel 60 Merck (1,5 g). Foram coletadas 85

fragdes de aproximadamente 5 ml cada (Tabela E12).
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Tabela E12 : Fracionamento de 40 mg das fragéo 31-38 do extrato alcaloidico de SZ.

Eluente Fragbes Massa (mg) Codigo
CHCI; 01-10 -
CHCiz:MeOH 1% 11-20
CHCl5:MeOH 2% 21-30 _ 2
CHCl3:MeOH 3% 31-38 22 SZ-2a,p
CHCIi3:MeOH 4% 39-50 07
CHCI3:MeOH 6% 58-64
CHCl3:MeOH 8% 65-75
MeOH 76-85 7
Total 85 38 (95,0%) recuperado

Obteve-se das fragdes (31-38) 22 mg de uma mistura de alcaloides.

5.15 - Alcaldides isolados:

. 82-2(1, Otosenina, (C18H25N07),
e 23,5 7a-tetrahidro-1,7 a-hidroxi-7-(hidroximetil )-4-

metil-1H-pirrolizidinium.

e MM 381;

e IQ-EM, [M" 382) N\
» IV em NaCl vmax cm™*: 1748; 2970; 2923; 3383. Yf

« EM 70 eV, miz (%) : 381 (M™, 00), 266 (40), 250 CH;

(30), 168 (90), 151 (100), 140 (40), 123 (90), 110 (80), 96 (60).
» Dados de RMN 'H e de "°C estao nos Capitulos 3.2 e 3.3.
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SZ-2[, Senquirquina, {C1gH2sNOg),
12-hidroxi-4-metil-4,8-senecionam-8,11,16-triona.
MM 365;

IQ-EM, [M™" 366] ;

IV em NaCl vmax cm': 1748; 2970; 2923; 3383.
EM 70 eV, m/z (%) : 365 (M™, 00), 266 (40), 250 (30}, éHq
168 (90), 151 (100), 140 (40), 123 (90), 110 (80), 96 (60). _
Dados de RMN "H e de "*C estdo nos Capitulos 3.2 e 3.3.

SZ-1, Retrorsina, CisH2sNOg,
12,18-hidroxisenecionan-11,15-diona

MM 351;

Forma fisica: amorfo

[ -19 (MeOH, ¢ 1.10% mg/ml}, (Lit. —64, Rizk
1991);

IV em KBr, vmax cm™: 1191; 1712; 1743; 3402.

EM alta resolugdo, m/z obtido 351,16819, calculado

351,16825.335,17327.

EM 70 eV, m/z (%) : 351 (M™, 10), 246 (10), 220 (22), 136 (100), 120 (75), 93
(65).

Dados de RMN *H e de '°C estdo nos Capitulos 3.2 e 3.3.
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5.16 - Alcaloides obtidos de Senecio juerguensis

De 1,0 g do extrato alcaloidico obtido das sucessivas extracdes das partes
aéreas do Senecio juerguensis (SJ), em sua maioria inflorescéncias, fez-se CC
{500 mg) em coluna cromatografica (& = 1,5 cm) e como fase estacionaria silica gel
60 Merck (17 g). Foram coletadas 163 fragbes de aproximadamente 50 ml cada. As
fragbes recolhidas foram reunidas de acordo com as semelhangas observadas por

analise em CCD, como se vé na Tabela E13.

Tabela E13 : Fracionamenio de 1,0 g do extrato alcaloidico de SJ
Eluente Fragbes Massa (mg) Cédigo da

substancia isolada

CHCl3 01-15
CHCi3:MeOH 1% 16-23 10
24-36 15
CHCI3:MeOH 2% 37-56 121
CHCl3:MeOH 4% 57-62 30 SJ-1
63-75 50
CHCI;:MeOH 6% 76-83 80
84-93 35
CHCIl3:MeOH 10% 94-98 100 SJd-1
99-104 40 SJ-2
105-109 43 SJ-2
110-123 72 SJ-2
CHCl3:MeQOH 50% 124-153 63
MeOH 154-163 62

Total 163 701 (70,1 % recuperado)
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As fragbes (57-62 e 94-98 ) continham apenas um alcaldide majoritario
detectado por CCD, Fez-se necessario cromatografar estas fragBes para purificar o
material. Cromatografou-se as fragdes 94-98 (100 mg) em coluna cromatogféﬂca (%
= 0,7 cm) tendo como fase estacionaria silica gel 60 Merck (3 g). Foram coletadas 95

fracbes de aproximadamente 5 ml (Tabela E14).

Tabela E14 : Refracionamento da frag&o 94-98 (100 mg) da amostra SJ-1 do

extrato alcaloidico SJ

Eluente Frages Massa {mg} Codigo da substancia
isclada
CHCl3 01-20 -
CHCiz:MeOH 1% 21-30 3
CHCl3:MeOH 2% 31-45 5
CHCI3:MeOH 3% 46-52 10 SJ-1
CHCI3:MeOH 6% 53-58 5
CHCl3:MeOH 6% 59-64 6
CHCl3:MeOH 8% 65-70 10
MeOH 71-95 20
Total 95 62 (62,0 % recuperado)

As fragges 99-104, 105-109 e 110-123 (Tabela E13) apresentavam mistura de
alcaldides em baixa concentragdo, detectados por analise em CCD e revelados por
solucdo de Dragendorfi. Fez-se necessario cromatografar as frages na tentativa de
separar e purificar o material. Cromatografou-se a fragdo 99-123 (155 mg) em ccluna
cromatografica (& = 0,7 cm), tendo como fase estacionaria silica gel 60 Merck (5 g).
Foram coletadas 192 fragbes de aproximadamente 5 ml. Esta mistura de alcaléides
foi obtida a partir de eluente com polaridade CHCIl:/MeOH 10% (Tabela E13). Entdo
fez-se necessario utilizar outro padrao de eluente para cromatografar estes provaveis
alcaldides. Foi utilizado entdo eluente com polaridade proxima a utilizada nas
analises CCD, pois as mesmas apresentavam um razoavel resolugao na separagio

destes compostos (Tabela E15).
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Tabela E15 : Fracionamento de 155 mg da amostra originadas doSJ-2 do extrato SJ

Eluente Fragbes Massa (mg) Codigo
100 ml (CHCI;:MeOH 3% + 2 gotas de NH,OH)  01-25
100 ml {(CHCI;:MeOH 5% + 2 gotas de NH,OH)  26-50 37 SJ-2
100 ml (CHCI;:MeOH 7% + 2 gotas de NH,OH)  51-75 52 SJ-2
100 ml (CHCI3:MeOH 10% + 4 gotas de 76-100 6
NH,OH)
101-125
100 mi (CHCI3:MeOH 3% + 2 gotas de NH,OH) 126-150
MeOH 151-192 8
Total 192 103 (66,4%
recuperado)

As 89 mg obtidas das fragdes 26-50 € 51-75 ainda apresentavam a mesma
mistura de alcaldides quando detectada por CCD e reveladas por solugdo de
Dragendorff. A granulagdo da silica gel 60 Merck utilizado para CC ja ndo era
suficiente para realizar a separacao destes compostos, observou-se também que os
alcaldides saiam da coluna sob eluente com alta polaridade. Usou-se CCDP tendo
como fase fixa silica Kieselgel 60 Fysq (MercK) tendo como eluente
{CHCI3:MeOH:NH,OH 85:13:2) (Tabela E16).

Tabela E16 : Fracionamento de 89 mg da amostra SJ-2 do extrato inicial SJ.

Fragao Placa (faixa de Massa (mg) Cédigo
Rfs)

1 0,22-0,38 17

2 0,40-0,51 12 SJ-1
3 0,51-0,56 4

4 0,57-0,63 20

5 0,64-0,68 2

5 Total 55 (61,7 % recuperado)



Parte Experimental 85

As 17 mg obtidas da frag&o 1 referente a faixa de Rfs (0,22-0,38), apresentou
por CCD (revelado por solugdo de Dragendorrf) a presencga de dois alcaldides. Fez-
se necessario reaplicar as 17 mg obtidas em CCDP tendo com 'eluente
(CHCI3:MeOH:NH,OH 85:13:2) (Tabela E17).

Tabela E17 : Fracionamento de 17 mg da amosira SJ-2 do extrato inicial SJ

Fragdes Placa (faixa de Massa (mg) Codigo
Rfs)
1 0,25-0,38 6 SJ-2
2 0,38-0,47 3 |
3 0,47-0,62 3
3 total 12 (70,5 %
recuperado)

Do experimental em CCDP feitc a partir das 17 mg obtidas na primeira

tentativa de separag&o por CCDP obtivemos o alcaldide inédito juerguensina.

5.17 - Alcal6ides isolados:

o SJ-1, Sarracina, (CigHyNOs), 2-metil-2-
butenoico acido-2-hidroximetil-2-butenoico
acido-platifilina;
« MM 337; OH

e Forma fisica: 6leo amarelo;

1 0]
e |V em NaCl vqna cm™: 1718; 2864; 2924; /Y ~ =
3396. - O

« EM 70 eV, m/z (%): 337 (M™, 0) 237 (20)
222 (25), 138 (100), 122 (50), 95 (30), 82 (45);

e Dados de RMN 'H e de C estdao nos
Capitulos 3.2 e 3.3.
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e SJ-2, Juerguensina, (Cq13H2:NQ,).

¢« MM 255;

e Forma fisica; 6leo amarelo;

o [a]®5—23 (CHCI3, ¢: 1.2 .10° mg/mi),

e [V em NaCl vma cm™': 1721; 2923; 2955; 3398.

« EM 70 eV, m/z (%) : 255 (M™, 0) 156 (90), 155 (80),
124 (80), 100 (100), 82 (70),

e Dados de RMN 'H e de *C estao nos Capitulos 3.2 e
3.3.

5.18 - Alcaloide isolado de Crotalaria palida

De 0,5 g do extrato alcaloidico obtido de uma Unica extragéo de 1.220 kg de
sementes frescas de Crotalaria pafida (CP), fez-se CC usando 100 mg em coluna
cromatografica (& = 0,7 cm) tendo como fase estacionaria silica gel 60 Merck (3 g).
Foram coletadas fragbes de aproximadamente 5 mi cada. As fragSes recolhidas
foram reunidas de acordo com as semelhanca observadas por analise em CCD
(Tabela E18).

Tabela E18 : Fracionamento de 100 mg do extrato alcaloidico de CP

Eluente Fracdes Massa (mg) Cadigo

CHCI; 01-10
CHCl3:MeOH 2% 11-30 2
CHCI3:MeOH 4% 31-42 20 cp
CHCl3:MeOH 4% 43-47 15 cp
CHCi3:MeOH 6% 48-60 2
CHCI3:MeOH 20% 61-65 4

Total 65 43 (43,0%

recuperado)



Parie Experimental

5.19 - Alcaldide isolado:

s CP, Usaramina, (C1gH2sNQOg), (1R)-14-aza-
etilideno-7-hidroxi-6,7-dimetil-2,9-
dioxatriciclo[9.5.1.0<14,17>]heptadec-11-eno-
3,8-diona;

s MM 351

* Forma fisica; 6leo amarelo

e Dados de RMN 'H e de C estdo nos
Capitulos 3.2 € 3.3.
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ANEXO

Espectros de IV

Espectros de massas

Espectros de RMN de 'H e de °C
Diagrama de contorno gCOSY, HSQC
Espectros NOESY 1D e CYCLENOE
Cromatogramas por CG/EM



File
Operator
Acquired

Instrument

C:\HPCHEM\1\DATA\JAP037.D

20 Jul 2000

: jrt

Sample Name:

Misc Info

Vial Number: 1

HP5973A

16:39 using AcgMethod ALK1

95

Abundance
| 1.6e+07

1.5e+07

1.3e+07;
1.2e+07
t.1e+07

1e+07
8000000
| 8000000

| 7000000
|
|
]

|
1
|
|
|
|
|

| 6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

TIC: JAPQ3T.D

.

Time—>

05—t '
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 24.00 2600 28.00 30.00 32.00 34.00 36,00 38.00

M t

Abundance
450000

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

93

109

120

136 Scan 2905 (19,796 min): JAPU37.D
i

‘

|

220

i 246
|

0 |),__284 '|

307 320

'

E1 - Andlise CG/EM da Senecionina (SB-1)



on._o I

+160.81

1109.24

.01

658

T ==:059.79

: suIs0) = pody

6€:L L 00/50/1€

oo_ow

1739.6

171477

000
e

(1-gs) euuoiosuag ep Al 8p odqadsy —-z3

—<2916.03

- —~2815.76

P — /. § {1}

 ulwysueos gz

I-WO & = sy

(41-pIN) Z = apowy

~\2940.36

‘2963.91

3438 32

(L-W0) JoquINUBABAA / BOUBRILSUER) |

000y

06

-

G = sueog|
1-gs :uonduosaq a|dwes

aNfFsva ot



: gas) mc_coamcmm ep omoz_omm_ Bj|e op sesselW ap elswooeds] — ¢3

a7

z/u 0

mm owm owm Oﬂm 0@m owm owm oﬁm owm o@N omﬂ owﬁ

J B

omo.oi
mmn.mm
€457 ]
€4C° 8
pAT T
UMM
CCRNE
PHE " T
vaz ]
vES 2]
CINE
Va0 € 7
pEE €]
paS €]
VES €
AT 7
2t AR
Va9 7
7E6" T
PAZ G

PG G

ppﬁﬁw coell ﬁ
9,T8T ' T6C

6CELT SEE

LTELT GEE Z2/W(T-49S)

LYLTT 8LT

897¥1 9v<

reecl 0cCe

elexed/eated

TIYH:sbeTd GG8¢SP:DIL T8SPS:Idd 3suben +IF »adsolny
00STODY:TeD 9Z:0%+ 0S:F¥0Q:GT 000Z-DA¥-GT:POV [Zg:auspIl Q0ST0ODY:8ITd

06690°9¢1

o1 0oc¢l owﬁ

Lk

0¢1s0°¢t6

09

!

0

J SO -

v

06
66

%00T

AL ko Ak S e

]

\



98

(1-88) eulUOBUSS BP H, 9p NIWY ep oJjoeds] - p

S 9 4
- | L L ] 4 .o L 1 1 to 1 _—. 1 R Y t
lllll s ﬁ;({ll).ﬂdj ﬁ ey —y xl.ltlia.‘|li|1i1|<‘ - 4|.<. —_—-— e

298 91 ‘up O g} |93Q)
9E£5499 pZiIs *m
FH s°¢ Byjuepyolg suy

znmm-UQWm viya
ZHW BOpLZOB’ 66 “TH AH3ISY0
u:o_ﬂ_uwncg
ZH 6 If6b UIPIM
323 0j0'Y PR .eo«
s3a4pep 0'Sk asin

wnsjuld,, 00E-YAONI
:ncqm«::m "e_qm
aanyeaduay e qw

E1300 :1peAte

|ndzs :spusnbgs psind
Hadefgounf €£1(292 T-9S vAIVd



99

wdd i} az ov G9 08 a6t 027 Gri 097 687 062 022 vz

U :
L [ S e e e B B T LT T T Ay Hy Sy VRN I S U PO S S O D T O S SR N T T S S SN

[T RSP VRUSITRTY FRRPETIFRVENN T Wy wpy [ it ,
bl et L) i} ::*..1 Lk " L

285 b ‘ULW pS CUy E FUF LVROL
B9¢2E 8Z)s 14

2ZH 072 Bupuapeosn aup)
ONISSID0Ed viva

pajeLnpow gr-ZLivm

U0 Af snohuy pioa

ap Tk Jenog
ZHW 9:58890°00F ‘'TH 21400230
ZMW 20£0ESV 5 'EXD . 3AYISEO
suo|3iyedal ZeZl

ZH 0700002 MIPEM

385 008°0 8wl “boy

muu;aow b &b asind

335 D00 ¢ Aviap -“xelay
(L-g8) euluopsussg ep Og, ©P NINY 8p osjoads3 —63 1DNIN03IS 3504
:::mgnzm 005~VAONIT
[odefggauvu a4

ainyeiadwal jue | Oquy

ELDQD :3UBALOS

{hdzs iasuanbag esLnd

Todelogivw 1p-98 BAlvd



100

po 0§
TN RO VO T N PR T IO N S N 1 T

0gT
Y R TR N T e de J bl a0

02T
.—\—

(1-98) eulLoIzBUsS BP | 43 oNoeds] — 93

pas ap ‘ww 29 4y T guie 1e3gL
B9.3E PRI *m
EH 0°} By pueppoafl auq
wznmm 00pd Wiya
p3yeynpou’ 9T 21 W
Avpep Byjapp ise
uoiy)eg hoe Jujanp ugp
ap Ib Janmo,
ZHW 92E8890°00F 'TH  314N0230
ZHN SEPBTSP'SE ‘SI BAY3Sg0
sup)yipde) guz
ZH 0°00902 YIP)
329 pga‘0 puyp ‘ba
ap 0106 9s(n
Pas 090"E AOLYP rxeLe

Ifldefogiop :ap}d
o.4nyegedugl 1p9qu
EL2P2 i3peAlo

jdep :epusnbgg psing

algns v, oom|<>ozH

Tadefogtvw T0-85 @A)ud



101

(wdd) 11
0°2 5'2 0°¢ S°g 0" v S P 0°5

| RPN W SN URY I DEFTORTR I T TS NS

=1 » [}
® . Q 2
[=1 .
€ Y
]

A

& .
fwdd)
- 24

3:7%3%

(i1-g8) euuoosuag ep

)—ﬁdom oEﬁcoo ap ewelbeiq ~ 23

288 ZZ 'Uujw TZ auwjl {Bjol
PZ0OT X pZ0T ¥Z|S Ld

285 920°0 L1980 suisS
ONISSI00ud VivD T4

295 pOYI'Q LL@Q BU}S 'hg
ONISS3I00Ud vivo

ZHW 909£288° 66 ‘TH  1AY3SEO
sSjuawalIou| BZY
sugjypiedal g

ZH E°Tb6b UIPIA 02

ZH 6 Ib&P YIpLM

385 £02'0 awy *hoy

295 000°T Av[ep "xXpl8y
As00B 3DNINDIS ISINd
wUnsJud,, Q05-YAONI
AsopBdefgounl :ayL s
ganjedadwsy juajquy
£120D :lUBAL0S

ASD0B igougnbag as|nd
AS0DBdRTE0UNT  £rap>  T-8% walld



102

(wdd) 14

0 0z ot 09 08 0ot 62T 6r T 08t 0eT 002
ttalagaa besgd e bt da e st yda oo aad s o d s eaa Lo 1ol cedaag bt caa e aaeag o et aaa L
-6
L-g
—L
— B r—
—9
) o >
- C F~
S ~
- i
b - -t
@ = I
&
- L
. C
o= -
-2
-y & -
o - —
s T
-
(wdd)
- 24 335 £g ‘uiw T 4y TZ swly |ejol
— ST THeeeT P T e TRy e i PP IS X bZOT 3Z|s )4
P i »....FJ ki iiaiats b el i Ll # 388 g00*0 Yoj}jez|pode sSnED

Ll ik s 4? A s

(1-g8) euluopauag ep HHSH ouloicd ap ewelbelg — g3

ONISS3ID0Ud vivd T4

33$ £20°0 uoyeZipode ssned
ONISSID0¥d Viva

pajeLnpow gi-2179M

Awlsp Buidnp jjo

ualysgnbap Gupanp uo

80 br Jemod
ZHW ETEBASP'SZ €12 3114N0230
ZHW SESEZS0°00E 'TH  3A43SHO
SpuUPWAIIUY Y X 2
suojyliedel goz

ZH 9°SEbIT YIPFim 02
ZH S*POEE

38s 551" oawpy ‘bay

J8s gO0-2 Awlep “xeray
abwy :3IDNINGIS I5I0d

nUnswt,  DE5-YAONT
OOWHABCRQUNT 8L}y
Aanirledwal Judquy
€1303 :1UdAL0S

ahwy :azuanbag asind

QOWHdergounf{ graps  1-95 varud



103

Srto- §¢°0- ks 0-
[ S 0= T9°6- Lg70-

. -

§°2 a m m £ _ a e )

™ .;:f::;///f:f,r — - — 295-gE_tUju 97 PWY|BO0)

9E5589 BZ|5 L4

ZH 0'T Bujuaprolq ouy
ONISS3ID0Ud viva
ZHW 2682288660 ‘TH JAHISA0
suo)3jyodad pg

ZH Q- 0008 MIPIM

28% Q00§ 9wj} ~boy

285 005°0 BUlXIW

saaabigp 0 DE 95LNd

288 000" ZT Appap ‘xeley
aoug(dA2 :3IONINDAS 3IS1nd

w005eAOUL,,  DOS-YADNI
TI0NIT0AQ0el 5ZURl :alyd
Nt ee2 / D 0762 dwal

g81-0 eisw eu ogdeipea (L-g8) euluoisausg ep JONJTIDAD opadsg — 83 £1200 13uUBALOS

poua| 242 1aauanbags esingd

TIONT1DADdRF gzun{ £1000/EHD0Z' T T-45 PBAled



PETO- 970 g0 1- 0 01~ VE'T-
90" T- 25 A £2"2- T8~ TO°T1 [0 T
—t= = —a —_—— e " —— —— i
udd I c_.H 51 0°2 §°2 0\ 5°E _ 0" v St 0°5 57§ 09
[ | 3 FENNTEN U DUNVENNT N PRI TR TR SR SN S TR NN S U VRN TN SN SN SNNRY TN ¥ SN NS 1% N | ORI S YT VN R (U YN SN SN NN ST [ S St
L oM DTN WLV A
—— —— ™~ e T —~ S . _ —— R

8-H oluaboupiy ou ogdeipeis ((|L-gg) euiloBUSS BP JONTTIAD 0410ads3 — 13

295 g1 'ujw pg Wi LvioL
9€569 3Z}s id
ZH 01 Bujuaprouq au)
ONTISS300Ud Yiv0
ZHW 2684288660 ‘TH  3ANISHO
suo)3paedal 9
ZH 070008 YIPIA
205 000°€ swyy "hoy
288 00S'0 Buyx)
spasbap g-pg e8siLnd
295 0004° 21 Aelap ‘xe{sd
90Ua LA 330NINDIS ASTINd
wW0058A0U),  005-VAONL
Z23I0N3IT1DA00elggunf :alid
N T'@62 / D 0°6E ‘dwal
€1009 :judalos
soua| 243 :92usnhas asind

2IONI10ADAEL gZuUnl EJO0D/HIOZ ¥ T-8F PALRd
.



File
Operatoer
Acquired
Instrument
fample Name:
Misc Info
Vial Number:

C:\HPCHEM\1\DATA\JAPO12.D
EDUARDOC
5 Apr 2000
HPS5973A

21:59 using AcgMethod ALK1-2

2

105

&
g

5500000{

5000000

4500000!
4000000/
3500000

3000000

| 2500000!
. 2000000,

1500000.
1000000
| |

i 500000
‘ i

| 0 1

TIC: JAPOTZ.D

B

}

Time—>

400 600 8.00 10.00 12:00 14.00 16.00 18.00 2000 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 3200 34.00 3600 3600

Abundance Scan 350 (1. 153 mink: JAPUIZD
" 700000: 120 136
650000 : |
600000/ S
i S
; 550000“ e | !
| 500000,
i |
i 450000
. 400000, i
| | |
| 350000, | f.
: i 1 ;
© 300000] il i‘ {
: ! ! L
;250000 | | ‘
: § 1
| 200000 5}3 50 | j !
| | .
- \ i
100000/ & . ‘ i 220
D ok |
A EO 183
50000 1 N ;“l\_ Hl'; i\ [ ; ! 165 178 , 2?8 291 235
\ L B e ke 8 e an | . i
miz-> 40 50 60 70 80 90 100 t10 120 130 140 150 160 17D 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 |

E11 ~ Andlise CG/EM da Intergerrimina (SB-3)
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Fiie
Operator
Acquired
Instrument

C:\HPCHEM\1\DATA\JAPO68.D
Trigo
4 Sep 2000

HP5973A

Sample Name:

Misc Info

Vial Number: &

20:00 using AcgMethod ALKl Ho

Abundance
: 1.2e+07i

| 1.1e+07?
| 1e+07
1 9000000
8000000,
| 7000000
6000000
5000000

4000000

3000000i

2000000,

1000000

TIC JAPOEB.D

i b, Uu\«k

Time—>

500 8.00

10.00 12,00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2B00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00

jAbundance

| 1100000
| 1000000
| 900000,
800000

700000

800000

500000
. 400000!
| 300000
| 200000

100000

8

Scan 3770 128,325 min). JAPDGE.D

120 1?5

i | ;
5 190202 236 ; 262 276 202 306 320 334

220
248

E
351
L{ 152 155 178

'80 90 100110120130140150160170180190200210220230240250260270280290300310320330340350

E16 — Andiise CG/EM da Retrorsina (SZ-1)
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Tile : C:\HPCHEM\1\DATA\JAP103.D
Jperator : jrt

\cquired : 18 Dec 2000 15:12 using AcgMethod ALK1 118
[nstrument : HPS5973A

sample Name: coluna sz 4% lcomposto

lisc Info

7ial Number: 1

Abundance TICJAPTO3.D
i 1100000
i i
| 1000000
| 900000 i
. 80000O;
700000
600000/ i i
‘» o
! P i
500000, ;
| | !
400000. . ;
P R
300000: .
H i.
200000! % i i
P | -
H '\‘ ! : \ /
100000| Y ! P T
i ‘v~¥.._.—_,._,\_" L th A ": | ‘ ‘I“\_‘II‘ l‘l\)\wh.._,__/"""’-

Time—> 400  6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00

:Abundancel Scan 507 {Z23.705 min): JAPTU3D
50000 151

45000;

i i 168
. 40000 I
!
35000 110
: s 266
30000 123 i
. 25000; b 1
: 82 P (I 250
| 20000 : § S S 204
| 3 ioes | o 222 o ’
15000, | ! i i .
: i [ ; ‘
L . 2
p BRI BE .
T | ; 1w ‘ %
! Wil i i ‘ ‘ O
: g : ; ‘ N 321 337
5000 i It - Co e 0 B
[ ‘ i T T P 365
i umﬁ:- [;“H: ‘.\m. .;‘ gy it 'Ii\“‘1 wife o 1 !‘ L e oW b 350

m/z—> 40 50 60 70 B0 90 100110120130140150160170180190200210220230240250260270280290300310320330340350360370

E24 - Anélise CG/EM da Qtasenina (SZ-a)



ile : C:\HPCHEM\1\DATA\JAP103.D

perator : jrt

cquired : 18 Dec 2000 15:12 using AcgMethod ALK1 119
nstrument : HPS5973A

ample Name: coluna sz 4% lcomposto
isc Info :

ial Number: 1
Abundance TICTJAPTG3.D
| 1100000
. 1000000,
900000/
800000
700000. f
i |
600000 {
[ 1 :
| i ; :
500000/ ! 3 b
B : !
i - !
400000 |
i H 1 e
300000] | i
2000000 : i
. oo .
100000. ﬁ ST e
: = ! T T
N - f- v J'J Al

N N I W 0 | ., [ m——

Time-> _ 4.00 6.00 800 10,00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 3400 36.00 38.00

Abundance .5 Scan 57225675 miny. JAPTO3 D
i ! 1
60000/
i
55000: 123 168
50000: , Q
: 10 | :
45000: :
40000;
35000, 0 %
! o :
ool s 4| |
! i T 1
: o l
qo 266
! 250 |
: ! :
E o
gl P 353
. 2 2812 308 ;
g 22 o, 337
g ?_96 G ii‘ liilll ”‘JI‘ B i 322 ) . 366 381 405

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

E25 - Analise CG/EM da Senquirquina (SZ-B)



‘ile : C:\GC-FILES\PAIVA\JAP141.D

Jjperator : jrt

«equired : 25 Apr 2001 15:07 using AcqMethod ALKl CI 120
nstrument : HPE973A

ample Name: Bases otonecinas de SZ

[isc Info

‘ial Number: 3

V\bgw TIC: JAPT3TD

1.50+07!
1.4e407 E
1.30+07] '
1.2e+07 i
1.1e+07 j

1e+07
5000000: i
8000000, i

~ 7000000

6000000
5000000. :
4000000;
3000000

2000000! L
\

1
1000000:. e

Time—-> 6.00 800 1000120014001600180020DO2200240026002800300032003400360038004000420044004600
Abundance Scan 1305 (30.395 min): JAPT3T.D 3
: 66

160000-

140000;

120000 57

199 350 i .

o 213227 243257 278262306 322335 | “380 | 408421 437 453467 483 499

E26 - Analise CG/EM N1Q da Otosenina (SZ-«)



File : C:\GC-FILES\PAIVA\JAP141.D

Jperator : jrt
‘cquired : 25 Apr 2001 15:07 using AcgMethod ALKl CI 121
instrument : HP598734

jample Name: Bases otonecinas de 5%
fisc Info
Iial Number: 3

lAbx,lW TICTJAP13TD

1.5e+07"‘
| 1.4e+07.
1.3e+07)
1.26+07
1.1e+073 |
te+07! :

9000000

| 8000000 I
~ 7000000: '
6000000

5000000
! ¢

4000000

. | |
3000000 i

I i '

2000000 |
; i

1000000} ; .

Time—> 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 1800200022002400260028003000 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46,00
V-‘\bundance ocan 144233 327 min): JAPT4TD 282

4500000,
i

!
4000000-

3500000
© 3000000

25000001

2000000‘1

) i
1500000:

t ! i

~ 1000000 410

182

| 188 364 .
Pe7 09125 . | |, 187 01215 s :
0. M. 83 ; S 229243 266280294309323 | . | |\ 396 ; 424438 454 490

miz—> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 4860 480 500

i
sooonoi
|
]

E27 - Andlise CG/EM /1Q da Senquirquina (8Z-B)
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