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RESUMO

Com a resisténcia do protozoario do género Plasmodium falciparaum e vivax ao trata-
mento a base dos derivados da artemisinina e cloroquina, respectivamente, vem a
necessidade da implementagdo de novos farmacos antimalaricos. Segundo trabalhos
realizados pelo LAPAAM/INPA revelam atividade antimalarica promissora de limonoi-
des isolados das sementes da Andiroba (Carapa spp) a partir da torta residual ou do
Oleo. Este trabalho tem como finalidade isolar limonoides das sementes da Andiroba
e realizar modificagcdes semissintéticas com o intuito de averiguar suas atividades an-
timalarica in vitro contra P. falciparum e P. vivax. A obteng¢ao dos limonoides iniciou
com a coleta das sementes e tortas residuais da C. guianensis, seguido pela imple-
mentacao das técnicas cromatograficas, como extracdo, particado liquido-liquido, par-
ticdo cromatografica e particdo por CLAE. Os produtos semissintéticos purificados das
reacdes de benzoilacido, butirilacdo, pentionilagdo, heptanoilacdo e reducdo com
NaBH4 dos limonoides de esqueleto geduninico foram caracterizados estruturalmente
por Ultra Fast Liquid Cromatography e High Resolution mass spectromety com Ele-
trospray ionization (UFLC/HRMS-ESI) e Ressonancia Magnética Nuclear de uni e/ou
bidimensional. O presente trabalho isolou quatro limonoides: 6a-hidroxigedunina (34),
7-desacetil-7-oxigedunina (9), 6a-acetoxigedunina (10) e 6a-acetilazaradiona (33), e
obteve treze substancias semissintéticas. As substancias 6a-acetoxigedunina e seu
derivado semissintético 6a-hidroxidesacetilgedunina apresentaram atividade promis-
sora contra cepa de P. vivax. Dentre as trezes substancias semissintéticas testadas
nos ensaios antimalaricos in vitro contra cepa K1 de Plasmodium falciparum, os deri-
vados 6-epi-gedunia (9.1.1, Clso 1,76 uM) e a gedunina (9.2.1, Clso 2,49) foram consi-
derados os mais ativos e, todas a substéncias utilizadas nesta tese apresentaram
baixa toxidade em células normais com viabilidade maior que 50% na concentragao
de 50 pg/mL.

Palavras-chaves: Malaria, Limonoides, gedunina e semissintese.



ABSTRACT
With the resistance of the protozoan of the genus Plasmodium falciparaum and Plas-
modium vivax to the base treatment of the derivatives of artemisinin and chloroquine,
respectively, arises the need for the implementation of new anti-malarial drugs. Ac-
cording to works carried out by LAPAAM/INPA, they reveal potential anti-malarial ac-
tivity of limonoids isolated from residual seed biomass and oil from Andiroba (Carapa
spp). This work aims to isolate limonoids from Andiroba seeds and to perform semi -
synthetic modifications in order to investigate their anti-malarial activities in vitro
against P. vivax and P. falciparum. The extraction of limonoids started with the collec-
tion of C. guianensis seeds and residual biomass, followed by the implementation of
chromatographic techniques, such as extraction, liquid-liquid partition, chromato-
graphic partition and HPLC partition. The semi-synthetic products purified from the
benzoylation, butyrylating, penethionylation, heptanoylation and NaBH4 reduction re-
actions of the gedunin type of limonoids were characterized structurally by Ultra-Fast
Fluid Chromatograph High Resolution spectroscopy (UFLC / HRMS-ESI) and uni and
/ or two-dimensional Nuclear Magnetic Resonance. The present work isolated four li-
monoids: 6a-hydroxyigedunine (34), 7-deacetyl-7-oxygedunin (9), 6a-acetoxyglycine
(10) and 6a-acetylazaradione (33) and obtained thirteen semi-synthetic substances.
The substances 6a-acetoxygedunin and its semi-synthetic derivative 6a-hy-
droxydesacetylgedunin (10.1) showed potential activity against P. vivax strain. Among
the three semisynthetic substances tested in the in vitro antimalarial assays against
Plasmodium falciparum K1 strain, 6-epi-gedunin derivatives (9.1.1, ICso 1.76 yM) and
gedunin (9.2.1, ICso 2.49) were considered the most active and all substances used in
this thesis presented low toxicity in normal cells with viability greater than 50% in the

concentration of 50 pg/mL.

Key-words: Malaria, Limonoids, gedunin and semi synthesis
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INTRODUGAO

Em regides tropicais e subtropicais do globo terrestre vivem 3,2 bilhdes de
pessoas com risco de serem infectadas pelo protozoario da malaria, doenga transmi-
tida pela picada do mosquito (Anopholes) fémeas infectadas por protozoarios do gé-
nero Plasmodium. O continente Africano em 2016 concentrou 90% dos casos mundi-
ais e 92% das mortes, na sua maioria, criangas de 5 anos de idade (OMS, 2016),
sendo a malaria provocada por Plasmodium falciparum a responsavel pela maioria
das mortes e o Plasmodium vivax pelo maior numero de registros de casos nas regi-
oes de risco, como na Amazobnia Legal.

A regido geografica que demarca Amazénia Legal brasileira compreende os
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranh&o, Mato Grosso, Para, Rondénia, Ro-
raima e Tocantins. De acordo com o Boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilan-
cia, em 2015 foram registrados 142.829 casos positivos no pais e quase todos nesta
regiao, especialmente os estados do Amazonas e Acre, que juntos totalizaram 75%
do numero total. Em 2016 observam-se dados similares, dos 17.591 casos confirma-
dos, 12.704 foram nesses mesmos dois estados (BRASIL, 2016).

No ambito mundial tem-se observado uma significativa redu¢gao no numero de
casos, atingindo 41% do numero de infec¢des e 62% de mortandade (OMS, 2016).
Infelizmente os aspectos positivos do combate contra malaria € contrabalanceado
pelo aumento dos registros de resisténcia do P.falciparum e P. vivax aos medicamen-
tos atuais, terapias combinadas a base de artemisinina (TCAs) e cloroquina, respec-
tivamente. Esses registros tém causado preocupag¢ado na comunidade médica e cien-
tifica de todo o mundo, tornado uma necessidade a busca de novas estruturas com
atividade antiplasmaodica que possam servir como base para novos medicamentos.

Muitas das drogas antimalaricas sao ou foram inspiradas em substancias dos
metabolitos secundarios de espécies vegetais. Dentre as espécies vegetais usadas
para tais fins, a Carapa guianensis vem sendo pesquisada com o intuito de encontrar
novos meios de tratamento antiplasmadicos.

O género Carapa ¢é constituido por duas espécies na regido Amazénica, C.
guianensis e C. procera. As espécies sao distinguidas no tamanho dos frutos, altura e
folnagem. Das suas sementes € extraido 6leo com grande concentragédo de limonoi-
des, ao qual é atribuida uma gama de atividade biologica.

O dleo é extraido por diferentes métodos: Método tradicional, industrial e com

tipiti seguido de centrifugacdo. O ultimo método tem excelente eficiéncia na extragcéo
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do dleo. Apds extracio do dleo, o residuo das sementes, denominado de torta residual
é coletado e submetido a técnicas cromatograficas com objetivo de isolar limonoides
para testes antimalarico contra P. falciparum e P. vivax in vitro.

Dos limonoides isolados da torta residual da C. guianensis, especialmente
aqueles contendo esqueleto geduninico apresentam atividade antimalarica e seus de-
rivados acetilados, benzoilados, butirilados e pentionilados podem nos informar a in-
fluéncia do aumento da cadeia carbdnica dos ésteres no esqueleto geduninico na ati-
vidade bioldgica.

Este trabalho tem o intuito de contribuir para ciéncias com as respostas dos
testes in vitro dos compostos isolados e semissintéticos contra P. falciparum e P. vi-
vax. A influéncia dos substituintes do esqueleto geduninico na estrutura/atividade sédo

classificados como ponto relevante neste trabalho.
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2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO
2.1 MALARIA

A malaria humana € ocasionada pela inoculagdo do protozoario do género
Plasmodium na corrente sanguinea do hospedeiro mediante a picado do mosquito
fémea do género Anopheles (ESCALANTE, 1994), levando a tremores, cefaleias, do-
res musculares, anemia, falta de apetite e disturbios gastrointestinais (REIS et. al.,
2018).

Das cento e cinquenta e seis espécies de Plasmodium apenas o P. falciparum,
P. vivax, P. ovale e P. malariae infectam o homem através do ciclo homem-mosquito-
homem (REIS et al., 2018), no entanto, registros apontam a infecgédo por P.knowles e
P. cynomolgi no Homem mediante transmissdo zoonoética, macaco-mosquito-homem
(WHITE, 2008, KHO et al. 2018).

Os P. falciparum e P. vivax s&o 0s principais responsaveis agentes etioldgicos
da malaria em regides endémicas (RATCLIFF et al, 2007), tanto de forma individual
como mista, P. falciuparum-P. vivax (COLBORN et al, 2018).

A infecgao mista, P. falciparum- P. vivax, ocasiona grande impactos a saude
populacional de areas endémicas (MCKENZIE e BOSSERT, 1997). Este tipo de in-
fecgdo acontece por duas vias; as duas espécies sdo inoculadas simultaneamente
pelo vetor ou de formas separadas (GENTON et al, 2008). Estudos entomoldgicos
apontam a ultima como a mais predominante (BRUCE et al, 2008). Os sintomas dessa
forma mista sdo mais debilitantes do que a infeccdo com espécies separadas, por
exemplo, P. falciparum (LORENZETTI et al, 2008; IMWONG et al., 2011). Esses dois
protozoarios, individualmente, registraram aproximadamente 213 milhdes de casos
em 2010 e 217 milhdes em 2016 (OMS, 2017).

A diminuicdo dos numeros de casos no intervalo de 2010-2016 é vinculada ao
investimento de 2,7 bilhdes da Organizagdo Mundial da Saude-OMS e paises endé-
micos no controle e eliminagao da infecgdo (OMS, 2017) através da utilizag&o de te-
rapias combinadas com drogas antimalaricas com derivados da artemisinina (trata-
mento combinado a base de artemisinina-TCA) (OMS, 2018) e pesquisas relativas a
vacina (OMS, 2017).

Os tratamentos com drogas antimalaricas sdo combinados com duas ou mais
drogas e, as combinagdes de drogas dependem da espécie de Plasmodium e gravi-
dade da infec¢ao. Nos casos da infecgao por P. ovale ou P.vivax o tratamento acon-

tece através da prescricéo da cloroquina (1) e primaquina (2) (Figura 1) no periodo de
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3 e 7 dias, respectivamente. Em caso mais grave, os dias de tratamento com prima-
quina (2) passa para 14 dias. Nas infec¢des por P. falciparum o tratamento ocorre com
primaquina (2) e pela combinag&o de lumefantrina (4) e artemeter (5d) (Figura 1) ou
artesunato de sédio (5b) e mefloquina (6). Para o P. falciparum, ha uma segunda es-
colha de tratamento, consistindo na ingestdo de quinina (7) e doxiclina (8) nos trés
primeiros dias, nos dois dias seguintes com Doxiciclina (8) e finaliza com uma dose
de primaquina (2) no sexto dia. Na malaria mista com P. falciparum e P.vivax € minis-
trado artesunato de sddio (5b)-mefloquina (6) nos trés primeiros dias e nos sete dias
posteriores o paciente é tratado com primaquina (2). Os casos de malaria na gravidez,
criangas menores de 6 anos e malaria grave ocasionada por P. falciparum ou P. vivax
sdo classificadas em estado clinico de risco, sendo necessario acompanhamento hos-
pitalar mais especifico (BRASIL, 2010).

O investimento colocou 21 paises com potencial de eliminacdo da malaria em
2020 (OMS, 2017) e subsidiou os resultados promissores da vacina RTS,S/AS01 con-
tra Plasmoidum falciparum em criangas de 5 a 17 meses no decorrer de 4 anos de
acompanhamento, tendo expectativa de iniciar programas pilotos em 2018 (OMS
2016b).

Infelizmente, o grande investimento no ano de 2016 ndo diminuiu o indice de
mortes, permanecendo quase constante, estimando 446.000 em 2010 contra 445.000
em 2016 (OMS, 2017) e, em regides endémicas como Camboja, Vietna, Laos e Tai-
landia existem registros de P. falciparum resistente a artemisinina da linhagem
Pfkelch13 C580Y (Colebunders, et a., 2017) e estudos realizados por Imwong (2017)
concluem que a mutagdo do P. falciparum tenha chegado a linhagem Prfkelch13
C580Y, linhagem resistente a artemisinina com tendéncia de adquirir resisténcia as
drogas combinadas no tratamento com TCA, como a primaquina (2) e mefloquina (6)
(Figura 1).

Apesar do avango no tratamento e controle da malaria serem promissores, 0s
focos de resisténcia aos medicamentos levantam a necessidade de novos farmacos.
Muitos dos farmacos utilizados sao derivados de compostos isolados de espécies ve-
getais ou seu esqueleto foi precursor de drogas sintéticas (VALE et al., 2005; MOHD
et al., 2014; MISCHLINGER et al., 2016).
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Figura 1 Drogras usadas no tratamento da malaria; cloroquina (1); primaquina (2);
artemeter (3); lumefantrina (4); artemesinina (5a), artesunato de sédio (5b), diidroar-

temisinina (5¢), arteméter (5d),artéter (5e); mefloquina (6); quinina (7); doxiciclina (8).

2.2 IMPORTANCIA DOS PRODUTOS NATURAIS NO DESENVOLVIMENTO DE
DROGAS

Os produtos naturais sdo usados desde os primérdios das civilizagdes para o
tratamento de diversas doencas (DIAS et al, 2012), a exemplo Theophrastus, pai da
botanica, que exaltava a importancia dos estudos das plantas na cura das enfermida-
des (PHILLIPSON, 2001) e os indios da América do Sul que utilizavam a casca da
quina (género Chinchona) para diminuir a febre (GREENWOOQOD, 1992).

Os pesquisadores Caventou e Pelletier partindo das informagdes etnofarma-
cologico da quina realizaram trabalho fitoquimico da casca da arvore e isolaram a

quinina (7), o alcaloide mais importante na medicina do século XIX (DAVID e JACOBY
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et. al., 2005). O alcaloide quinina (7) foi empregado para o tratamento da malaria, no
entanto com o surgimento de cepas de P. falciparum resistente levou a necessidade
de novos antimalaricos no final do século XIX (MESHNICK, 2001). Com a ajuda da
quimica organica sintética a quinina (7) se tornou a base estrutural para os derivados
sintéticos cloroquina (1), primaquina (2), mefloquina (6) (TAGBOTO e TOWNSON,
2001).

A sequéncia metodoldgica multidisciplinar na descoberta de novas drogas an-
timalaricas utilizadas nos no século XIX ainda sao validas nos dias atuais (NEWMAN
et al.,2016). A sequéncia multidisciplinar iniciada com a investigagdo do conhecimento
etnofarmacoldgico, seguida das técnicas de fitoquimica e sintese organica sdo em-
pregadas na espécie Artemisia annua (PADDON e KEASLING, 2014).

Da Artemisia annua é isolada a lactona sequiterpénica com ligacdo endope-
réxido, a artemisinina (5a) (figura 1). A artemisinina (5a) é submetida a reacdes de
semissinteses para obter os compostos artesunato de sédio (5b), diidroartemisinina
(5¢c), arteméter (5d) e artéter (5e) (BALINT, 2001, LI et al., 2017). Os analogos da
artemsinina tém o objetivo de aumentar o efeito farmocinético e com isso diminuir o
tempo de tratamento, a reincidéncia e resisténcia do parasito ao tratamento
(AYALEW, 2017).

Trabalhos das espécies vegetais da familia Meliaceae tem observado ativi-
dade antimalarica dos seus extratos (ISAH, IBRAHIM E IWALEWA, 2003), compostos
secundarios (LEE et al., 2008) e analogos semissintéticos dos limonoides, principal
compostos secundario da familia (MACKINNON et al., 1997; TANAKA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2014).

2.3 FAMILIA MELIACEAE

As plantas da familia Meliaceae s&o divididas em 51 géneros e se destacam
pela ampla atividade bioldgica ocasionada pelos seus constituintes secundarios. Os
principais constituintes das espécies dessa familia s&o os tetranortriterpendides, de-
nominados limonoides, cuja atividade vao de anti-TMV (virus do mosaioco do tabaco)
(GE et al., 2012) o efeito antifagico nos insetos (PENIDO et al., 2006; AMBROZIN et.
al., 2006).

Dos géneros da familia, encontra-se a Carapa, encontrada na Amazoénia bra-

sileira em duas espécies, Carapa guianensis Aubl. e Carapa procera. Elas sao distin-
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guidas com base nas diferengas da organizagao floral, entre outras diferengas fenoti-
picas. A C. procera tem os foliolos largos, ablongos e ablongo-ovalados, com um apice
largo e arredondado, enquanto as de C. guianensis Aubl. sdo pequenas, elipticas a
eliptico- oblongas, estreitando a partir da metade até um apice agudo ou obtuso. As
comunidades ribeirinhas do Estado do Amazonas diferenciam as espécies pelo tama-
nho das sementes, onde a maior pertence a C. guianensis (MENDONCA e FERRAZ,
2007).

2.3.1 Carapa guianensis Aubl.

A espécie Carapa guianensis é encontrada no Oeste da india, Sul da Africa e
América do Sul e no Brasil € conhecida popularmente como andiroba, nome de origem
indigena que significa 6leo amargo (nhandi- 6leo e rob-amargo) (MENDONCA e
FERRAZ, 2007; SCOTTI-SAINTAGNE et al., 2013).

As C. guianensis sao arvores de grande porte. Elas chegam a atingir 30 m de
altura e 1,20 m de largura. Os foliolos medem de 80 a 110 mm de comprimento. As
C. guianensis sao hermafroditas, apresentam uma copa de tamanho médio, densa e
composta por ramos eretos ou com uma leve curvatura. Possuem uma casca de co-
loracdo avermelhada ou acinzentada de gosto amargo. Os seus frutos tém a forma de
um ourigo redondo, formado por 4 valvas, de 3-4 mm de espessura, duras, de cor
parda, que se abrem quando estdo maduras deixando cair no chao de 7 a 9 sementes
por fruto. As sementes pesam em meédia 20 a 30 g, sdo poligonais, chata na parte
interna e convexa na parte externa, apresentam uma casca lisa esponjosa de colora-
¢ao marrom que recobre uma massa branca levemente rosada e oleosa que é res-
ponsavel por 75% da massa das sementes (FERRAZ et al., 2002; MENDONCA e
FERRAZ, 2007).

O odleo da andiroba é extraido por dois métodos: Método tradicional ou indus-
trial. O método tradicional consiste no cozimento das sementes por um periodo de 2
a 3 h e o seu descanso na sombra por algumas semanas. Apos o descanso, as cascas
das sementes sdo separadas da massa, sendo essas amassadas com as maos e
colocadas ao sol em uma calha inclinada ou utiliza-se do “tipiti”, obtendo o 6leo gra-
dativamente ou por prensagem manual, respectivamente (MENDONCA e FERRAZ,

2007) e em alguns locais apds o processo gravimétrico ou prensagem a torta é cen-
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trifugada (ELEUTERIO et al., 2015). No processo industrial as sementes sao tritura-
das, assadas em uma placa aquecida a 90°C e prensada por prensa mecanica para
a obtencao do 6leo (CASTRO et al., 2007;).

O dleo é constituido por 28,29% de acido palmitico, 49,74% de oleico, 7,57%
de linoleico, 1,49% de linolénico (FARIAS et al., 2012), os quais sao classificados
como compostos saponificados (SILVA et al., 2012). Das substéncias insaponificadas,
os limonoides apresentam maior concentragao nas diferentes partes da espécie, como
6leo (MIRANDA JUNIOR et al., 2012), pericarpo, améndoas (SILVA et al., 2012), torta
residual (PEREIRA et al., 2014) e nas flores da C. guianensis (TANAKA et al., 2012).

2.3.2 Limonoides e suas atividades biolégicas

Os limonoides apresentam polaridade mediana, sendo soluvel em clorados,
ésteres e cetonas e, baixa polaridade em agua e hexano (JACOB et al., 2000). Eles
séo triterpenoides modificados e oxigenados, denominado tetranorterpenoides (ROY
e SARAF, 2006). A modificacdo do triterpenos (Cao) referisse a clivagem de quatro
atomos de carbonos da cadeia lateral seguido da formacéo do anel furano (Figura 2)
(DAWICK, 2002).

N
., < \
“,
-4C

HO <
gA clivagem de 4 atomos de  HO
apoeufol (20R carbono da cadeia lateral e i .
P ( ) a formacao do anel furano limonoide

apotirucalol (20S)

Figura 2. Formagéao do tetranorterpenoide (limonoide)

A espécie do género Carapa apresentam 5 tipos de limonoides: geduninicos
(Figura 3, limonoides 9-17), andirobina (Figura 3, limonoides 18-21), mexiconolida (Fi-
gura 4, limonoides 22-27), phargmalina (Figura 4, limonoides 28-32), e azadiradiona
(Figura 4, limonoide 33) e apresentam uma gama de atividade bioldgica significantes
(HOFER et al., 2009; TANAKA et al., 2011; MIRANDA JUNIOR et al., 2012; SILVA et
al., 2012; TANAKA et al., 2012; PEREIRA et al., 2014).
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Figura 3 Limonoide isolados na Andiroba: 7-desacetil-7-oxigedunina (9); 6a-acetoxi-
gedunina (10); 6a-hidroxigedunina (11); 6a-acetoxi-7a-deacetoxi-7a-hidroxigedunina
(12); gedunina (13); 7-desacetil-7-hidroxigedunina (14); adirolida | (15), andirolida J
(16), andirolida A (17), mexicanolida: andirolida K (18), andirobina (19); 6-hidroxi-an-

golensato de metila (20); angolesato de metila (21)

Espécies vegetais da familia Meliaceae sao frequentemente usados no trata-
mento de inflamagdes na medicina popular (AMBROZI et al., 2006), atividade relacio-
nada particularmente aos limonoides (PENIDO et al., 2006). Partindo desse conheci-
mento farmacoldgico, pesquisadores isolaram o limonoide geduninico 7-desacetilge-
dunina (Quadro 1) das sementes da Xylorpus sp e testaram sua atividade anti-infla-
matadria. O limonoide apresentou Clsg de 4,9 uM, atividade maior que o anti-inflamaté-
rio indometacina (Clso 28,8 uM) (SARIGAPUTI et al., 2015).
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Figura 4 Limonoide isolados da Carapa spp: andirolida L (22); andirolida M (23); andi-
rolida N (24), andirolida B (25), andirolida C (26), andirolida D (27), : andirolida O (28),
andirolida P (29), anidrolida E (30), andirolida F (31), andirolida G (32) e 6-acetoxia-
zadiradiona (33).

Estudos apontam a relacio direta entre atividade anti-inflamatéria de determi-
nada substancia ou classe de substancias com atividade anticarcinogénica (RAJPUT
e WILBER, 2010). A relagao atividade anti-inflamatéria/anticarcinogénica é confir-
mada com o estudo da inibicdo melanogenesis do limonoide geduninico 7-desacetil-
17-epimolicinol (Quadro 1). O limonoide isolado das sementes da Azadirachta indica
apresenta atividade inibitoria contra melanogenesis em células melanoma B16 com
41,5 % de reducao de melanina (AKIHISA et al., 2016). O limonoide cedrelona (Qua-
dro 1) também evidencia atividade frente as células cancerigenas MCF-7(endenocar-

cinoma de mama), NCI-H460 (cancer de pulmao) e A375-C5 (melanoma) com inibigdo
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celular de 50%(ICso) de 8,0 uM para os trés tipos de células cancerigenas (CAZAL et
al., 2010).

Atividades antitumorais e anti-inflamatorias n&o s&o as unicas atividades bio-
|6gicas relacionadas com os limonoides. Estudos com alvo anti-diabético a-amilase
pancreatica combinados com o limonoides azadiradiona (Quadro 1) comprovou po-
tencial hipoglicémico do limonoide (PONNUSAMY et al., 2015).

Em Substéncias com esqueleto geduninico observa-se atividade biologicas
importantes, a exemplo os limonoides 7-desacetil-7-oxogedunina 6a-acetoxigedunina
e gedunina (Quadro 1) isolados do 6leo das sementes e flores da Carapa guianensis
que apresentam atividade hepatoprotetora com efeito na dosagem de 25 mg/Kg (NI-
NOMIA et al., 2016)

Estudo etnofarmacoldgico mostra a populagao utilizando de forma artesanal
o 6leo rico em limonoides como repelente de mosquitos hematéfagos (BUENO et al.,
2010). Estudo realizado por pesquisadores da Coreia do Sul e India mostram atividade
promissora do limonodie desacetilgedunina (Quadro 1) contra Anopheles stephensi
nos estagio | e Il larval e adulto (NATHAN et al., 2005).

Atividade dos limonoides n&o se restringem apenas aos insetos. Trabalho
com Kstchienona B (Quadro 1), limonoide isolada Pseudocedrela kostchyi mostra-se
um promissor agente antimalarico por apresentar Clso de 1,66 yM contra cepas de
Plasmodium falciparum tipo 3D7 e baixa toxidade em células normais tipo HEK239T
(SIDJUL et al, 2018).

Atividade biolo-

Nome Estrutura _ Ref.
gica
Q [1] Sariga-
) Anti-inflamatoria >ar
_ Y puti et al.,
7-desacetilgedu- : [1]
. o 2015
nina Larvicida [2]
o [2] Nathan
Adulticida [2]
et al., 2005
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Sidjul et al.,
2018

kostchienona B antimalarica

Quadro 1. Substancias da classe dos limonoides e suas atividades bioldgicas listadas
na literatura.

Dentro da classe dos limonoides os de esqueleto geduninco se destacam por
apresentar promissora atividade antimalarica, a exemplo a o limonoide gedunina (13)
(Quadro 1) que segundo Bickii et al (2000) e Machinnon et al. (1997) é o limonoide
com maior efeito antimalarico em cepas de Plasmodium falciparum.

Trabalho realizado por Omar et al (2003a) mostra o limonoide gedunina (13)
com uma atividade moderada in vivo em ratos infectados com Plasmodium berghei
tipo CD-1. Essa moderada atividade pode ser explicada pela baixa solubilidade, oca-
sionando a diminuigdo da absor¢do da droga; ou a interferéncia metabdlica gerada
pela enzima P450; ou a hidrélise na posicdo C7 (Figura 2) no processo metabd-
lico.(MACKINNON et al., 1997; REN et al., 2015).

Com o intuito de melhorar a atividade antimalarica in vitro dos limonoides e
diminuir a interferéncia metabdlica no esqueleto geduninico no teste in vivo; reagdes
de semissinteses vém sendo realizadas e seus resultados apontam as posicoes Ce,
C7 (Figura 2), a epoxidagao no C4-C», redugao da dupla da cetona a,B-insaturada e
carbonila exercem influéncia significativa na atividade, sendo importantes sitios ativos
do esqueleto geduninico. Outro ponto levantado é a influéncia do sinergismo do limo-
noide geduninico com 6leo essencial de dilapiol para o aumento da atividade in vivo
(OMAR et al., 2003a; TANAKA et al., 2012; PEREIRA et al., 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL
Descobrir novos derivados semissintéticos de limonoides com potencial anti-

malarico.

3.2 ESPECIFICOS

¢ |solar em escala de gramas o limonoide 6a-acetoxigedunina, 7-desacetil-7-oxo-
gedunina e eventuais outros limonoides das sementes da Carapa spp;

e Realizar semissinteses dos limonoides e derivados com esqueleto geduninico
com as reagdes de reducao, desacetilagao, acetilagao, butirilagcao, pentanoila-
¢ao e benzoilagao.

e Testar atividade in vitro contra P. falciparum e P. vivax de todos os semissinté-

ticos e limonoides isolados;
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4 EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS UTILIZADOS
No acompanhamento das etapas cromatograficas e reagdes semissintética
realizadas na tese foram utilizados os materiais listados abaixo:
% Placa de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de aluminio com silica
gel 60 (Merck), com indicador de fluorescéncia F2s4, € silica gel C18 (Merck),
guando analise em fase reversa.
% Revelador para CCD: Anisaldeido e radiagao ultravioleta (254 nm);
% Cromatografia em Coluna (CC): Coluna de vidro de diversos tamanhos e
silica gel 60 (0,040- 0,063 e 0,063-0,200 mm mesh);

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes grau comercial listados foram comprados na empresa Labsynth
e submetidos a purificacdo no Laboratoério de Principios Ativos da Amazonia-LAPAAM
situado no Campus | do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia-INPA conforme
a literatura (MORITA E ASSUPCAO, 1998) e os solventes grau HPLC da lista abaixo,
marca Tedia, comprados na empresa TEDIA BRAZIL. Nas analises espectroscépicas
de Ressonancia Magnética Nuclear-RMN foram usados solventes deuterados da
Sigma-Aldrich.

Todos os reagentes liquidos foram purificados e secos seguindo o protocolo
descrito na literatura (PERRIN e ARMAREGO, 1988). Os reagentes solidos foram
comprados na Labsynth e apenas o sulfato de sédio (NaSO4) sofreu lavagem com
aumento de polaridade, acetona e etanol, enquanto os outros foram usados sem pu-

rificagao prévia.

e Solventes:
+ Acetato de Etila (AcOEt), destilado;
+»» Acetona, destilado;
¢+ Acetonitrila (ACN), grau HPLC;
¢+ Cloroférmio (CDCIs), deuterado.
¢+ Cloroférmio (CHCIs), destilado;
% Cloroférmio (CHCI3), grau HPLC;
+ Diclorometano (DCM), destilado;
+ Diclorometano (DCM), grau HPLC,;

56



+ Dimetilsulféxido (DMSO), grau HPLC;
+ Etanol (EtOH), destilado;
% Eter etilico, destilado;
+» Hexano, destilado.
s Metanol (MeOH), destilado;
% Metanol (MeOH), grau HPLC,;
< Tetrameilsilano (TMS), Isétopo de '3C.

e Reagentes:
+¢+ Anidrido acético (liquido, marca Synth) ;
++ Anidrido propanoico (liquido, marca Agro organics);
++ Anidrido valérico, (liquido, marca Agro organics);
% Carbonato de Potassio (K2COs3) anidro (s6lido, marca VWR chemical);
% Cloreto de Amoénio (NH4Cl), (sélido, marca Synth);
+ Cloreto de benzoila, (liquido, marca Agro organics);
+ Cloreto de butanoila, (liquido, marca Agro organics);
+ Cloreto de heptanoila, (liquido, marca Agro organics);
¢+ Dimetilaminopiridina (DMAP) (sélido, marca Agro organics).
+ Hidréxido de potassio (KOH) (sdélido, marca Synth);
¢ Hidréxido de sodio (NaOH) (sélido, marca Synth);
% Piridina (liquido; marca Merck)
% Sulfato de sddio (Na2S0a4) (sdlido, marca Synth)

¢ Trietilamina (EtsN) (liquido, marca Merck).

4.3 EQUIPAMENTO
Na etapa de purificacdo, analise analitica dos procedimentoss fitoquimicos e
no acompanhamento das rea¢des de semissinteses foram usados os seguintes equi-
pamentos:
+ Balanga analitica: marca Ohaus, modelo Adventure, carga maxima: 210 g
com precisao de 0,0001 g;
+ Balanga Semianalitica: marca Ohaus, modelo Adventure, carga maxima:
3,1 kg com precisao de 0,01g;
“+ Banho de ultrassom: Marcas Unique e Eco-sonics, modelos USC 1400 e
Q9.5/25A;
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% Coluna analitica fase reversa C-18 (Shim-pack, dimensao 250 X 4,6 mm,
particula de 5u.

% Coluna semipreparativa fase reversa C-18 (Shim-pack, dimensao 250 x
20 mm, particula de 5 ym

s+ Compressor: marca Chiaperini, modelo Ar DiretaG3;

+ Espectrofotdmetro de massa (EM) da marca Bruker Daltonics, modelo Mi-
crOTOF-QIlI com analisador Time- of- flight de alta resolugéo e fonte de ioni-
zacgao eletrospray- ESI;

+¢ Filtro Milipore Millex-HV 5um;

% HPLC Shimadzu, 2 bombas LC- 6AD binaria com divisor de fluxo, detector
de PDA e RID, lampada de Deutério e Tungsténio e CBM-20;

s Lampada de UV 254/365: modelo UVGL-58;

+»+ Liofilizador: marca Christ, modelo 5804R;

+¢ Liquidificador: marca Oster, modelo 4655;

+ Manta aquecedora: marca Fisatom, modelo 752a.

+ Ressonéncia magnética nuclear (RMN) da marca Bruker Biospin, modelo
Fourier 300 MHz de 7,0 Tesla, operando em 300 MHz para nucleo de 'He 75
MHz para '3C;

¢ Rotaevaporador: Marca Fisatom 802;

% Seringa Hamilton, n° 3 — Blunt,

% Software Bruker TopSpin 3.5, versao gratuita.

«+ Software Microcal Origin.

+ Triturador: marca Nogueira, modelo DPM-1;

+ Triturados de forragem: marca Trapp, modelo Trf 300;

% Ultra fast liquid chromatography-UFLC da marca Shimadzu;

4.4 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho parte de trés fontes de material primario para o desenvolvimento

do projeto: Sementes da Carapa guianensis coletadas na Reserva Ducke, torta resi-

dual da extragao do 6leo coletadas nas cidades de Carauari-AM e Parintins-AM.

O perfil cromatografico em CCD das fragdes rica em limonoides originario das

trés fontes de material primario foram comparados com os padrdes 7-desacetil-7-oxo-

gedunina(9), 6a-acetoxigedunina (10) (Figura 3) e 6a-acetoxiazaradiona (33) (Figura

4) para direcionar a escolha das melhores fragdes para as etapas de purificagdes. A
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pureza e identificacdo estrutural dos padrbes foram publicadas em Pereira et al.
(2014).

Os limonodies e derivados foram purificados por cromatografica em coluna
e/ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE. As identificagdes estruturais
foram realizadas na Central Analitica do Laboratorio Tematico de Produtos Naturais-
CALTQPN/INPA, usando a ressonancia magnética nuclear-RMN unidimensional de
'H e '3C e/ou bidimensionais COSY 'H-"H, DEPT 90 e 135, HMBC e HSQC, além de
todos serem submetidos a espectrometria de massa acoplado a ultra fast liquid chro-
matography-UFLC no sistema de solvente, bomba A (H20 + 0,1% HCOOH) e bomba

B (ACN + 0,1% HCOOH), e como calibrante o HCOONa (10 mM) em 70% de B.

Os testes antimalaricos in vitro foram realizados no Laboratério de Cultivo de
Plasmodium falciparum locado do prédio do laboratério de Malaria e Dengue do INPA
e supervisionado pela Msc. Jaqueline Siqueira Costa.

O teste de citotoxicidade ocorreu no Laboratério BIOPHAR da Universidade
Federal do Amazonas-UFAM, sob supervisao do Professor Dr. Emerson Silva Lima e

Professora Dra. Marce C. Vasconcelos.

4.4.11solamento dos limonoides das sementes da Carapa guianensis coletadas
na Reserva Ducke

As sementes da Carapa guianensis foram coletadas no dia 29 de abril de 2015
a 30 m da estagdo meteorologica da Reserva Florestal Ducke com latitude -2,883333
e longitude -59,96667 e com identificagao de catalogo INPA 203918.

No Laboratério de Principios Ativos da Amazénia-LAPAAM descartou as se-
mentes com raizes, furos e fungos. As sementes classificadas como apropriadas para
pesquisa foram lavadas e secadas na estufa de circulagao de ar por 14 dias, obtendo
18 Kg de sementes secas.

A massa de 18 Kg de sementes secas foi triturada no triturado de forragem
(marca Trapp, modelo Trf 300), transferida para sacos plasticos de 5 L, codificadas e

armazenadas no freezer.

4.4.1.1 Extrato das sementes trituradas
A massa de 10 Kg das sementes secas e trituradas foram submetidas a duas
extracbes com duracido de 6h cada. As extragdes ocorreram com 20 L de hexano e
soxhlet semi-industrial instalado nas dependéncias do laboratério do pesquisador do
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INPA Msc. Roberto Figliuolo situado no prédio da Coordenacgéo de Tecnologia e Ino-
vacao- COTI. No final de cada extragao, o extrato foi filtrado e em seguida concentrado
no rotaevaporador, codificado e armazenado em garrafas de vidro.

Os extratos hexanicos (Tabela 1) armazenados a temperatura ambiente apés
24 h em repouso apresentou precipitados que foram separados da fase oleosa por
filtragdo a vacuo, seguido de lavagem com MeOH gelado e cloroformio, a solugéo
cloroférmica rica nos precipitados foi rotaevaporado, codificada (TP1) e pesada (3,48
g). Realizou comparagao dos perfis cromatograficos em CCD do TP1 com os padrdes
7-desacetil-7-oxogedunina (9), 6a-acetoxigedunina (10) e 6a-acetoxiazaradiona (33).
A comparagao mostrou a presenga dos limonoides 7-desacetil-7-oxogedunina (9) e

6a-acetoxigedunina(10) fragédo TP1.

Tabela 1 Rendimento do extrato hexanico das sementes da C.guianensis

Caddigo Massa da Amostra Teor extrativo (%)
12 extracéo (E42C) 2,025 Kg 20,3 %
22 extragao (E42D) 1,821 Kg 18,2 %

4.4.1.2 Fracionamento cromatografico do precipitado TP1

O precipitado TP1 (3,4 g) foi particionado em coluna cromatografica (gxh de 4
x 27 cm) de silica gel 60 (0,063-0,200 mm ) no sistema de solvente com aumento de
polaridade, Hexano:AcOEt (9:1; 8:2; 7:3; 6:4) de acordo com o Esquema 1. A coluna
foi lavada com MeOH e a reunido das fragbes se deu pela analise do perfil cromato-
grafico em CCD. A coluna cromatografica (CC) gerou 7 fragdes com perfis cromato-
graficos distintos.

A fragcdo TC17E foi comparada com os padrdes de limonoides e comprovou a

presenca do mesmo e uma terceira substancia.
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TC17A
116 mg

L | TC17B
2,4 mg

| | TC17C
2,2 mg
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46 Fracoes 4 A
TP1 ( ¢ ) TC17D

349 314 mg

TC17E
1,27 g

TC17F
459 mg

TC17G
1,24 g

Esquema 1 Fracionamento cromatografico do precipitado TP1

4.4.1.3 Fracionamento da fragdo TC17E por cromatografia liquida de alta efici-
éncia (CLAE)

Dissolveu-se a massa de 280 mg da fragcdo TC17E em 4 mL de ACN grau
HPLC, filtrou-se em microfiltro Milipore Millex-HV 0,45 ym e com ajuda da seringa
Hamilton n® 3 — Blunt injetou a amostra no loop de 1 mL, sendo fracionada na coluna
semipreparativa de fase reversa C-18 (Shim-pack, dimensao 250 x 20 mm, particula
de 5 uym). A corrida cromatografica ocorreu de forma isocratica com a fase movel
ACN:H20 (60:40), fluxo de 16 mL/min e comprimento de onda de 219, 225 e 254 nm.

O cromatograma mostrou trés picos nos tempos 6,24, 6,91 e 8,5 min (Figura 5).

61



mAU

1000 9 100

1 = I

T » | o) L

] & | [
750 ﬁ @ ‘ 75
500~ ‘ \ 50
250+ %‘ | 25

] Q -

] Iﬂ‘ ‘ " 7 '. I

0 INIAN AT A 0
| ' ! ' | | |
0 5 10 15 20
min

Figura 5 Cromatograma da fragao TC17E

As substancias correspondentes aos picos com tempo de reten¢ao foram cole-
tadas em baldes de 500 mL, rotaevaporados e codificados (Tabela 2). As substancias
isoladas foram enviadas para andlise de UFLC/HRMS-ESI e RMN de "H.

Os dados de UFLC/HRMS-ESI e RMN de 'H das fracdes e padrdes foram com-
parados e identificou os picos com tempo de retencido 6,9 min e 8,5 min sendo dos
padrées 7-desacetil-7-oxogedunina (9) e 6a-acetoxigedunina (10), respectivamente.
Os dados espectros de RMN de 'H (ANEXO 11 e ANEXO 13, respectivamente) das
substancias isoladas foram tabelados (ANEXO 1) e o espectro de UFLC/HRMS-ESI
plotados (ANEXO 10 e ANEXO 12, respectivamente).

A substancia com tempo de retengdo de 6,2 min ndo apresenta semelhanca
com nenhum dos padrdes, sendo elucidada dos resultados e discursao e codificada

de substancia 34.

Tabela 2. Substancias isoladas da fragdo TC17E por CLAE

Caédigo Tempo de retencgao (s) Massa (mg)
34 6,24 11,5
7-desacetil-7-oxogedunina 6,92 61,6
6a-acetoxigedunina 8,50 146,9
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4.4.1.4 Torta residual da Carapa guianensis de Parintins-AM
As sementes da Carapa spp coletadas no dia 12 de margo de 2015 no Muni-
cipio de Parintins-AM foram cozidas seguida da preparagao do “pao” com a massa
das améndoas e extragao do 6leo por gravidade com auxilio do tipiti, obtendo no final
o Oleo e a torta residual. A torta residual foi armazenada em sacos de algodao e cen-
trifugada na maquina de lavar da marca Brastemp, modelo clean, extraindo 3 L de
Oleo a partir de 15 Kg de torta residual. Esse processo foi realizado pela académicos
do curso de Licenciatura em Quimica do Centro de Estudos Superiores de Parintins-
CESP da Universidade do Estado do Amazonas-UEA. A massa de 15 Kg da torta
residual foi doada para realizacédo dessa tese.
A torta residual centrifugada foi triturada no liquidificador, peneirada na peneira

de 0,25 mm e guardada a temperatura ambiente.

4.4.1.5 Extrato da torta residual de Parintins-AM

A massa de 400 g de torta residual foi submetida a extragdo com acetona no
soxhlet (3 x 6 h) no LAPAAM/INPA. Cada extrato foi filtrado, rotaevaporado e codifi-
cado (Tabela 3)

Tabela 3 Rendimento do extrato acetdnico da torta residual

Caédigo Massa Teor extrativo (%)
TR41A 128 g 32

TR41B 91749 2,3

TR41C 654,1 mg 0,16

4.4.1.6 Recristalizagao do extrato TR41A

A massa de 128 g do extrato TR41A foi colocada em baldo de fundo redondo
de 500 mL e aquecido a 70°C com MeOH sob agitagao em refluxo por 1 h. Em seguida,
a solucao alcodlica foi filtrada com papel de filtro e deixada em repouso a temperatura
ambiente por 7 dias. Na solugao alcodlica teve a formagao de cristais tipo agulha que
foram filtrados a vacuo e lavados com MeOH gelado. Os cristais foram analisados em

CCD no sistema de solvente hexano:AcOEt (6:4) e comparados com os padrdes de
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limonoides. Segundo comparacgao dos perfis cromatograficos foi possivel inferir a pre-
senga dos limonoides 6a-acetoxigedunina (10) e 6a-acetoxiazaradiona (33) como
constituintes principais dos cristais.

A fase alcodlica foi concentrada no rotaevaporador e repetiu processo de ex-
tracdo seguido de recristalizagédo até obtengao dos rendimentos de cristais resumido

na

Tabela 4.

Tabela 4 Rendimento dos cristais da recristalizacdo com metanol

Cadigo Massa Rendimento *
TC31B 8,09 20 %
TC31C 1,29 0,3 %
TC31D 0,3g 0,08%

* O rendimento esta em relacéo a torta residual

4.4.1.7 Fracionamento cromatografico dos cristais TC31B

A massa de 6,5 g dos cristais TC31B foi submetida a cromatografia em coluna
com silica gel 60 (0,063-0,200 mm) no sistema de solvente hexano:AcOEt (9:1; 8:2;
7:3; 6:4) de acordo com o Esquema 2. A coluna foi lavada com AcOEt (100%) seguida
de MeOH (100%). As fragdes foram reunidas conforme o perfil cromatografico no
CCD.

As fracbes TC33C e TC34A apresentaram-se puras em CCD no sistema he-
xano:ACOEt (6:4), as mesmas foram levadas para analise no UFLC/HRMS-ESI e
RMN.

A comparacao dos dados de UFLC/HRMS-ESI com os padrdes identificaram
a fragbes TC33C e TC34A sendo os limonoides 6a-acetoxigedunina (10) e 6a-aceto-
xiazaradiona (33). A comparagdo dos dados de RMN 'H corroboraram com a identifi-
cacgao realizada por UFLC/HRMS-ESI.
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Os dados espectros de RMN de 'H (ANEXO 13 e ANEXO 15, respectiva-
mente) das substéncias isoladas foram tabelados (ANEXO 1) e o espectro de
UFLC/HRMS-ESI plotados (ANEXO 12 e ANEXO 14, respectivamente).

)
TC33B

239 mg
—

)
TC33C

240 mg
—

)
TC33D

96 Fracgdes 970 mg
TC31B N
6,59

TC34A
3,89

)
TC34B

223 mg
——

TC34C
680 mg

Esquema 2 Coluna cromatografica dos cristais TC31B

4.4.1.8 Material vegetal- Carauari-AM

As sementes da Carapa spp foram coletadas no periodo de novembro de 2013
a fevereiro de 2014 por moradores da comunidade do Roque localizada a 140 Km da
Cidade de Carauari -AM. Os moradores levaram as sementes a Agroextratora do Mu-
nicipio de Carauari-AM para realizar o processo de extracdo do 6leo da Carapa spp.

A torta residual foi doada para o pesquisador Msc. Roberto Frigliulo do Instituto
de Pesquisa do Amazonas —INPA. O pesquisador Msc Roberto Frigliulo triturou a torta
residual com as maos para aumentar a area de superficie e submeteu 20 Kg a extra-
cao no soxhlet semi-industrial com etanol por 6 h. O extrato etandlico foi retirado do
soxhlet sem filtragem e deixado em repouso a temperatura ambiente por 7 dias, sendo

observado sélido amérfico no fundo do frasco o separando por filtracdo seguido de
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lavagem com MeOH gelado. O processo de extragdo ocorreu com mais 20 Kg de torta
residual, totalizando 18,5 g de cristais.

Os cristais foram disponibilizados para subsidiar o desenvolvimento desta tese
que objetiva obter os limonoides 7-desacetil-7-oxogedunina (9) e 6a-acetoxigedunina
(10) em escala de grama para obter analogos semissintéticos.

No laboratério de pesquisa de produtos naturais amazénico-LAPAAM o perfil
cromatografico dos cristais foi comparado com os padrdées. A comparagdo cromato-
grafica identificou os limonoides 7-desacetil-7-oxogedunina (9) e 6a-acetoxigedu-
nina(10) sendo os principais constituintes quimicos dos cristais.

A massa de 7,4 g do solido foi submetida a recristalizacdo de metanol e 800
mg cristais foram separados por CLAE conforme na secgéo 4.4.1.3 (pagina 61), ob-
tendo-se duas substancias com massas de 534 mg e 113 g com tempo de retengao
de 7 min e 9 min. Os cristais foram enviados para analise de UFLC/HRMS-ESI e RMN.

Os dados de UFLC/HRMS-ESI e RMN de 'H das frages e padrdes foram com-
parados e identificou os picos com tempo de retengdo 7 min e 9 min sendo dos pa-
drées 7-desacetil-7-oxogedunina (9) e 6a-acetoxigedunina (10), respectivamente. Os
dados espectros de RMN de 'H (ANEXO 11 e ANEXO 13, respectivamente) das subs-
tancias isoladas foram tabelados (ANEXO 1) e o espectro de UFLC/HRMS-ESI plota-
dos (ANEXO 10 e ANEXO 12, respectivamente).

O processo de purificagdo dos cristais foi repetido até obter as massas de 6,5

g da 7-desacetil-7-oxogedunina (9) e 1,35 g da 6a-acetilgedunina (10).

4.4.2REAGCOES DE SEMISSINTESE
4.4.2.1 Reacao de desacetilagcao

A 6a-acetoxigedunina (10, 1,0 g) foi suspensa em metanol (70 mL) e foi adici-
onado uma solugédo de KOH a 10% (10 mL). A solug&o reacional foi mantida sob agi-
tacao e refluxo por 40 min em banho de areia a temperatura na faixa de 60-70 °C. A
reagéo foi interrompida com 20 mL de H2Ouestilada € Neutralizada com HCI 0,1 N. A fase
organica foi extraida exaustivamente com DCM e as fragcbes de DCM foram secas
com Na>SOs4, depois rotaevaporada em rotaevaporador. Em seguida, a fragdo de DCM
foi submetida a CC (gxh de 2,6 x 17 cm) em silica gel 60 flash (0,004- 0,063 mm
mesh) sob pressdo com vazao de 5 cm/min com sistema de solvente Hex:AcOEt (7:3)

isolando a substancia 10.1.
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101

6a-acetoxigedunina (10) 0,6 g (1,3 mmol)
19 (1,83 mmol) M.M. 446,2 g/mol
M.M. 446,2 g/mol rendimento 72,7 %

Figura 6. Esquema reacional para a obteng¢ao do 6a-hidroxidesacetilgedunina (10.1)
a partir do da 6a-acetoxigedunina (10). [Procedimento adaptado RODRIGUES,
2003)

O produto desacetilado 10.1 foi submetido a comparagao por CCD e dados
de UPLC/HRMS-ESI e RMN de "H e '3C do padrao 6a-hidroxidesacetilgedunina, con-
firmando a estrutura desenhada na Figura 6. O padrao 6a-desacetilgedunina foi se-
missintetizado em trabalhos anteriores e publicado por Pereira at al.(2014).

Os dados de UFLC/HRMS-ESI e RMN uni e bidimensionais estao plotados
(ANEXO 17 - ANEXO 24). Os deslocamentos quimicos e J de acoplamentos dos es-
pectros de RMN de 'H da substancia desacetilado foram tabelados (Erro! Fonte de

referéncia ndo encontrada.).

4.4.2.2 Reacao de heptanoilagao, benzoilagao e butirilacao

Foi preparado a solugao de 10.1 (50 mg, 0,109 mmol, 1 eg-g) em 5,0 mL DCM
grau HPLC. Em seguida adicionou-se o respectivo reagente (cloreto de heptanoila,
cloreto de benzoila e anidrido butirico; 2 eq-g) e os catalizadores trietilamina (EtsN, 17
bL, 0,124 mmol) e dimetilaminopiridina (DMAP). A reagdo iniciou em banho de gelo
sob agitacdo em atmosfera de Ar por 1 h, prosseguindo a temperatura ambiente por
23 h. A reacgao foi interrompida com a adigdo de DCM (50 mL), seguida de particdo
com solugao saturada de NH4Cl. Secou a fase orgéanica com NaxSOs.

A purificacéo foi realizada por CC (gxh de 1,2 x 16 cm) em silica gel 60 flash

(0,004-0,063 mm mesh) sob pressao com vazao de 5 cm/min com sistema de solvente
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Hex:AcOEt (1:1). A fragdo mais rica dos produtos foi submetida a CLAE semiprepara-

tiva de fase reversa no sistema isocratico ACN:H20 (75:25; fluxo 17 mL/min; injec&o
1 mL)

"/,I :z

=1
OR
10.1
50 mg (0,11 mmol) heptanoilagao
M.M. 446,2 g/mol (10.1.1)

8,3 mg (0,015 mmol)
M.M. 568,7 g/mol
rendimento: 13 %

i. Et,N, DMAP, DCM, 24 h, Ar
. benzoilagao
ii. NH,Cl (10.12)
32 mg (0,064 mmol)
M.M. 498,6 g/mol

O O T) rendimeno: 57,3 %
" R 2 °UR/”\O/J\R butirilagao
Cl (10.1.3)

27 mg (0,051 mmol)
M.M. 526,6 g/mol
rendimento 45,8 %

Figura 7. Condigbes reacionais para a obtengéo dos derivados (10.1.1; 10.1.2; 10.1.3)
a partido do 10.1. [Procedimento adaptado NKAMBULE et al., 2011)

4.4.2.3 Reducao da carbonila do 7-desacetil-7-oxogedunina (TH62B)
Suspendeu-se a 7-desacetil-7-oxogedunina (1,0 g, 4,6 mmol, 4 eq-g) em 7 mL
de MeOH, adicionou NaBH4 (43,5 g, 1,15 mmol, 1 eg-g) e agitou por 30 min sob banho
de gelo, seguido de 1 h a temperatura ambiente.
A reacéo interrompida 13 mL de H2O e extraido com 14 mL de DCM. A fase
organica foi secada com NaSOQOs. Os produtos foram separados por CLAE semiprepa-

rativo no sistema isocratico ACN:H20 (60:40; fluxo 17 mL/min; inje¢cdo 1 mL).
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9.1
483,5 mg (1,1 mmol)
M.M. 440,5 g/mol

red. 48,1%
+
NaBH, 9.2
MeOH 90 mg (0,2 mmol)
M.M. 440,5 g/mol
red. 8,9%
19 (2,3 mmol)
M.M. 438,5 g/mol +

9.3
11,5 mg (0,026 mmol)
M.M. 444 6 g/mol
red. 1,4%

Figura 8. Condigdes reacionais para a obtengéo dos derivados 9.1, 9.2 e 9.3 a partido
do TH62B [Procedimento adaptado TANAKA et al., 2012)

4.4.2.4 Reacao de acetilagao, butirilacao, pentanoilagcao do 9.1

Suspendeu-se a substancia 9.1 em 5 mL de EtsN e, sob agitagao e banho de
gelo adicionou AC-0, anidrido butirico ou cloreto de penatoila, seguido da adi¢cao de
DMAP. Apds 1 h de reagdo em banho de gelo a reagdo prosseguiu a temperatura
ambiente por 23 h, sendo interrompida com agua destilada e particionada com cloro-
férmio (CH3Cl). Secou-se a fase organica com Na>SO4 e a submeteu a purificagédo
cromatografica.

A purificagéo foi realizada por CC (gxh de 1,2 x 10 cm) em silica gel 60 flash
(0,004-0,063 mm mesh) sob pressado com vazao de 5 cm/min com sistema de solvente
Hex:AcOEt (4:6). A fragao mais rica dos produtos foram submetidos a CLAE semipre-
parativo no sistema isocratico ACN:H20 (80:20; fluxo 17 mL/min; injecédo 1 mL). O

esquema reacional esta sendo resumido na Figura 9
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"oy
,I/I

OH

” 9.1 acetilagio
50 mg (0,11 mmol) 91.1
M.M. 440,5 g/mol 34,5 mg (0,072 mmol)

M.M. 482,2 g/mol
rendimento 63%

i. EttN, DMAP, DCM, 24 h, Ar
ii. NH,CI butirionilagdo
9.1.2

23,4 mg (0,046 mmol)
0 ) O M.M. 510,3 g/mol

rendimento 40,4 %
i R% ou)l\ Jk

pentanoilagdo
(91.3)
17,6 mg (0,034 mmol)
M.M. 524,3 g/mol
rendimento 29,6 %

Figura 9. Condi¢bes reacionais para a obtencdo dos derivados 9.1.1; 9.1.2; 9.1.3 e
9.1.4 a partido do 9.1. [Procedimento adaptado NKAMBULE et al., 2011)

4.4.2.5 Reacgdo de Acetilagdo, BUTIRILACAO e pentanoilagédo do 9.2

As reacdes procederam conforme descrito nas reagdes de acilagdo com 9.1.
A diferenca se encontra na massa do substancia de partida, sendo nessa etapa de 20
mg.

A purificagao foi realizada por CC (gxh de 1,2 x 8 cm) em silica gel 60 flash
(0,004- 0,063 mm mesh) sob pressao com vazédo de 5 cm/min com sistema de sol-
vente Hex:AcOEt (3:7). A fragdo mais rica dos produtos foram submetidos a CLAE
semipreparativa no sistema isocratico ACN:H>O (85:25; fluxo 17 mL/min; injegao 1

mL). O procedimento reacional esta sendo resumido na Figura 10.
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, ",

0 OH
" 9.2 acetilagao
20 mg (0,045 mmol) 9.21
M.M. 440,5 g/mol 11,3 mg (0,023 mmol)

M.M. 482,2 g/mol
red. 51,6%

i. Et;N, DMAP, DCM, 24 h, Ar
ii. NH,CI butirilagao

9.2.2
o) @) O
iii. R;{ ou )L J,L
R
I R @)

7,5 mg (0,015 mmol)
M.M. 510,3 g/mol
red. 32,8 %

pentanoilagao
9.2.3
6,4 mg (0,012 mmol)
M.M. 524,3 g/mol
red. 26,9 %

Figura 10 Condic¢des reacionais para a obtencao dos derivados 9.2.1 € 9.2.2 a partido
do 9.2. [Procedimento adaptado NKAMBULE et al., 2011)

4.4.3 Teste antimalarico in vitro contra Plasmodium vivax

O teste in vitro da 6a-acetoxigedunina (10) e seu derivados semissintético 6a-
hidroxidesacetilgedunina (10.1) foram realizados pela Msc. Jaqueline Siqueira com a
supervisdo do Dr. Luiz Francisco Rocha e Silva e Heitor Vieira Dourado na Fundagao
de Medicina Tropical. O teste seguiu trés etapas: Preparagédo da suspensao de hema-

cia parasitados, analise microscoépica e analise dos dados.

4.4.3.1 Preparacao da suspensao de hemacisa parasitados

As amostras de sangue foram ressuspensas em meio de cultura completo
para obter um hematdcrito a 2%. O meio completo especifico para P. vivax constituido
de meio Waymouth (Sigma-Aldrich®) suplementado com 30% de soro humano do tipo
AB+ inativado. Foram preparados da seguinte forma: 625 pyL de hemacias parasitados
foram adicionadas a 30 mL do meio completo de P. vivax, suficientes para a prepara-

cao de 2 placas de testes por paciente. A esta suspensao foi adicionada uma mistura
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padrao de gases (5% de O2, 5% de CO2 e N2 balanceado) para aguardar até o mo-
mento do teste.
A partir da preparagao da suspensido de hemacias parasitadas procedeu-se

com os testes de suscetibilidade in vitro de P. vivax.

4.4.3.2 Analise microscopica

O microteste foi realizado segundo metodologia descrita por Rieckmann et al
(1978), com modificagdes descritas por Andrade-Neto et al (2007).

A partir das solucgdes-filha, 20 yL de sete diluicbes das amostras foram apli-
cadas em uma microplaca em duplicata. Posteriormente foram aplicadas 180 uL de
suspensao de hemacias parasitadas obtendo-se o volume final de 20uL por pocgo.
Pogos contendo somente hemacias parasitadas suspensas em meio de cultura com-
pleto representaram o controle de crescimento, além dos pocos contendo DMSO a
1%, a placa foi incubada por 48 ho em estufa de COza 37°C.

Ao fim do periodo de incubagéo, foram confeccionados esfregacos sangui-
neos a partir do sedimento de hemacias retiradas de cada pogo. Os esfregagos foram
corados pelo Pandtico® e examinados no microscoépio optico, onde se contou a quan-
tidade de parasitos presentes num total de 2.000 hemacias.

A parasitemia foi expressa em porcentagem, calculada a partir do numero de

hemacias parasitadas no total de hemacias contadas, segundo a férmula abaixo:

Parasitemia em % = N° hemacias parasitadas x 100

N° total de hemacias

4.4.3.3 Analise dos dados

As parasitemias resultantes das analises microscopicas do conteudo dos po-
cos testes foram comparadas com as parasitemias dos pogos controles para se avaliar
a viabilidade de crescimento do parasito frente a cada concentracdo de amostra, cal-
culada a partir da razdo entre a parasitemia dos pogos testes e a parasitemia dos
pocos controle. A concentracéo inibitoria 50% (Clso) das drogas, substéncias e extra-
tos para cepas e isolados de campo de P. vivax foi calculada com auxilio do software
Microcal Origin 8.1® (OriginLab).
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4.4.4Teste antimalarico in vitro contra P. falciparum

Os testes in vitro foram realizados no Laboratério de Cultivo de Plasmodium
falciparum/Laboratério de Malaria e Dengue, localizado no INPA. Os semissintéticos
9.1, 9.2, 9.3, 10.1, 9.1.1, 9.1.2, 9.1.3, 9.1.4, 9.21, 9.2.2, 10.1.1, 10.1.2, 10.1.3 e a
substancia 34 foram testados pela Msc. Jaqueline Siqueira.

Os dados do teste in vitro dos limonoides isolados 7-desacetil-7-oxogedunina
(9), 6a-acetoxigedunina (10) e 6a-acetoxiazaradiona (33) e semissintético 6a-hidroxi-
desacetilgedunina (10.1) foram testados pelo Dr. Luiz Francisco Rocha e Silva e pu-
blicado por Pereira et al. (2014).

As substancias testadas pela Msc. Jaqueline Siqueira foram analisadas frente
a cepa K1 multi-resistente K1 (MRA-159, MR4, ATCC Manassas Virginia-EUA) de P.
falciparum. A cepa foi mantida em cultivo continuo de acordo com a método de Trager
e Jensen (1976). O periodo de incubacgéo do parasita com os derivados foi de 24 horas
a temperatura de 370C. Os controles positivos utilizados foram os padrbes comerciais
cloroquina e quinina. Para o microteste foi utilizada uma parasitemia inicial de 1 — 2%
e hematdcrito de 3%. As substancias foram diluidas em DMSO na concentragao es-
toque de 5 mg/mL, e posteriormente, diluidas em meio completo para obtengao das

sete concentragdes de teste que variaram entre 50 e 3,2 x 10'3

pg/mL. O teste foi
realizado como descrito por Andrade-Neto et al., (2007). As diluicbes das amostras
foram aplicadas em pogos de micro-placa contendo hemacias parasitadas. Cada con-
centracio foi testada em ftriplicata. Apds a incubacéo, o conteudo dos pocos foi avali-
ado através de microscopia optica e o efeito parasitario avaliado pela porcentagem de
inibicdo do crescimento do protozoario. A inibigdo do crescimento dos parasitos foi
determinada pela comparagdo com os controles de crescimento sem amostra, se-

gundo a férmula:

(parasitemia do controle — parasitemia com amostra)
%inibigao= x 100
parasitemia do controle

Para os testes in vitro, o software Microcal Origin foi utilizado na interpolagéo
dos dados para determinagédo da concentragao inibitéria mediana (Cl5(0). E cada ex-
perimento foi realizado em duplicata. Dois experimentos independentes foram realiza-
dos. O software usado nas analises estatisticas dos dados de testes foi o Biostat 1,0
MCT-CNPq usando Anova e t-Student.
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As substancias passam por uma triagem inicial através do screening em duas
concentragdes 5 e 50 ug/mL, seguindo as condi¢cdes descritas acima e recebem uma
classificagado em relagao a porcentagem de inibigdo do crescimento do parasito, como
ativas (A) parcialmente ativas (PA) e inativas (I), esta classificacdo segue os critérios
detrminados por Rocha e Silva e colaboradores (2012). A partir deste teste todas as

substancias foram determinar o Cl5Q (concentragdo inibitéria matar 50% dos parasi-

tas).

4.4.5Ensaio de viabilidade celular (citotéxico)
O teste citotdxico foi realizado no laboratério BIOPHAR na Universidade Fe-

deral do Amazonas, sob supervisao do profo. Dr. Emerson Silva Lima e profa. Dra.
Marne C. Vasconcelos. O teste foi avaliado pelo método de alamar blue segundo
NAKYAMA et al.(1997). Neste ensaio foram utilizados fibroblastos humanos MRC-5.

Os fibroblastos foram cultivados na concentragao de 5x10° células por pogo em placas
de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacado e aderéncia das células, as mesmas sao
tratadas com os compostos nas concentragdes de 5, 10, 25 e 50 pg/mL. As células
sdo tratadas em quadruplicatas para cada periodo de tratamento (24, 48 e 72 h).
Como controle positivo, foi avaliada a citotoxicidade da doxorrubicina (5 pg/mL) e
como controle negativo foi avaliado o branco contendo somente meio de cultura. Para
avaliar a influéncia do diluente DMSO, foi realizado um controle contendo somente
DMSO. Apds o periodo de tratamento (24, 48 e 72 horas) foram adicionados 10 pL de
resazurina 0,4% (diluida 1:20). Apds o tempo de metabolizagdo da resazurina padro-
nizado, que compreende 2 h, foi realizada a leitura da fluorescéncia. A viabilidade é

calculada conforme a formula abaixo, onde:

Ft x 100
A

% viabilidade =

Ft=(fluorescéncia de célula + meio+ substancia + resazurina) e

AFb= (fluorescéncia da célula+ meio+ resazurina)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as substéncias, naturais e semissintéticas, foram submetidas a analise
de UFLC/HRMS-ESI, ressonancia magnética nuclear de unidimensional 'H, 3C e/ou
DEPT 135° e 90°, bidimensional de COSY 'H-'H, HSQC e HMBC. Os dados foram
tabelados em anexo.

Nesse trabalho os ensaios in vitro P.falciparum e citotoxico (fibroblasto) foram
realizados com a substéncia natural substancia natural e os semissintéticas 9.1, 9.2,
9.3,10.1,9.1.1,9.1.2,9.1.3,9.1.4,9.2.1,9.2.2, 10.1.1, 10.1.2, 10.1.3. Teste antimala-
rico contra P. vivax in vitro foram realizados apenas com a substancia 6a-acetoxige-

dunina (10) e 6a-hidroxidesacetilgedunina (10.1).

5.1 SUBSTANCIAS ISOLADAS DAS SEMENTES DA ANDIROBA

Nesse trabalho utilizou material vegetal de localidades distintas e formas de
extracdes do dleo diferenciadas, descritas na parte experimental e resumidas na Ta-
bela 5. Os precipitados dos extratos das trés localidades apresentaram diferenca na
concentracado dos limonoides. A parte vegetal procedente de Parintins-AM, conteve o
maior percentual de precipitados ricos em limonoides em relagdo a massa de partida
e menor quantidade de 6leo devido a eficiéncia do método de extracao do éleo das
sementes, detalhado na parte experimental descrita em tépicos anteriores. Trabalho
anterior descreve a presenga de grande quantidade de 6leo no extrato aceténico da
torta residual proveniente da extragcado por prensagem mecanica (Pereira et al., 2014),

aspecto que interfere no trabalho fitoquimico.

Tabela 5. Origem dos materiais vegetais e percentual de rendimento

Rend.
precipitados

Origem Parte vege-  Extracio do 6leo ricos em li- Substancias isola-
tal . das
monoides
(%)*
Res. Ducke Sementes Sohlext 0,032 34;:9;:10
Parintins-AM  Torta residual Tipiti/centrifugacéo 20 33e10
Carauari-AM Torta residual Prensa mecanica 0,035 9¢10

*Rendimento esta em relagdo a massa de partida.
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5.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBTANCIA 34

A substéncia 34 foi isolada como so6lido branco e submeteu-se a analises es-
pectrométricas. Analise por UFLC/HRMS-ESI revelou espectro de massa com pico do
ion aduto [M+H]* m/z 499,2333 e tempo de retengao t= 1,3 min (ANEXO 2) consis-
tindo com a férmula ion C2sH350g* (valor tedrico [M+H]" m/z 499,2326, A=-1,4).

Para determinar a estrutura da substancia 34 foi utilizado as principais infor-
magdes dos espectros de RMN de 'H (ANEXO 3),"°C (ANEXO 4), DEPT 135/90
(ANEXO 5, ANEXO 6), COSY (ANEXO 7), HSQC (ANEXO 8) e HMQC (ANEXO 9) os
quais foram previamente tabelados (Tabela 6)

A espécie a qual a substancia foi isolada frequentemente biossintetizar limo-
noides de esqueleto geduninico conforme demonstrado na literatura (TANAKA et al.,
2011; TANAKA et al., 2012 e MIRANDA JUNIOR et al., 2012). Por comparacéo dos
espectro de RMN de 3C, DEPT135° e DEPT 90° evidenciaram-se cinco sinais de me-
tila [d¢ 31,8, 21,5, 20,0, 18,9 e 17,9] os quais aparecem no RMN de 'H como singletos
[0H 1,40; 1,32, 1,28, 1,22, 1,10], sinais presentes nesta classe de limonoides (Pereira
et al., 2014). Mediante estas informacgdes torna-se plausivel iniciarmos a determinacao
estrutural da substancia 34 a partir do esqueleto geduninico.

O esqueleto geduninico apresenta anel furano, &-lactona, epdéxido e cetona
a,B-insaturada. No espectro de RMN de 'H observa-se trés sianis de vinilico aromati-
cos, dois multipletos [0n 7,44 e 7,43] e um singleto largo [0 6,36]. O multipleto & 7,44
correlaciona no COSY com o singleto largo &1 6,36 e observa-se o acoplamento dele
no experimento de HMQC a 2J e 3J com os sinais de d¢c 143,2, 141,2 e 120,1, sinais
caracteristicos de carbono aromatico. A interacdo nos espectros de COSY e HMQC
dos sinais de aromaticos comprovam fazerem parte do mesmo sistema aromatico, ou
seja, o anel furano.

O sinal &¢c 120,1 do carbono quaternario do anel furano correlaciona no mapa
de contorno HMBC com o singleto de &-lactona em &4 5,1 e este sinal de 'H acopla a
3J com o carbono quaternario d¢c 69,8. O sinal 8¢ 69,8 correlaciona a 2J no HMBC com
o singleto caracteristico de Ha de epdxido dn. 3,65, Esse conjunto de dados mostra a
proximidade do anel &-lactonico, epoxido e anel furano, reforgando a hipétese inicial
da estrutura da substancia 34 ser limonoides geduninico.

O espectro de RMN de 'H apresenta dois dupletos &+ 7,05 (d, J=10 Hz) e dn
5,94 (d, J=10 Hz) os quais correlacionam-se no COSY. O sinal d4 7,05 acopla-se no

HMBC a 3J com o sinal de deslocamento quimico caracteristica de cetona [d¢ 205,4].
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Os dados expostos evidencia a presenca cetona a,B-insaturada, caracteristica de li-
monoides geduninico isolados na Carapa spp.

Em resumo, evidenciaram-se até o momento a presencga do anel furano, &-
lactona, epoxido e cetona a,p-insaturada. Os grupos oxigenados citados correspon-
dem a cinco oxigénios da formula ion C2sH3s0g™ propostas pelo espectro de massa.
No espectro de RMN de '3C observa-se os sinais & 68,9 e 77,1 caracteristicos de
carbono sp? oxigenado. No HSQC observa-se as correlagbes entre o carbono &¢ 68,9
e o sinal dx 4,30, e &¢ 77,1 com o sinal de hidrogénio dH 4,78 e este, no experimento
de HMBC, com o sinal de carbono &: 172,4 tipico de carbonila de éster. A carbonila
de éster no HMBC correlaciona com o singleto integrado para trés dn 2,20, caracte-
ristico de metila de grupo acetila. Estes dados comprovam que o carbono [6c 77,1]
esta ligado ao grupo acetila.

Por comparacao dos espectros de RMN de '3C, DEPT 135° e 90°, evidencia-
ram-se onze metinos, dois metilenos, seis sinais de metila e oito sinais de carbono
quaternario, totalizando vinte e oito sinais de carbono e trinta e trés hidrogénios. Estes
dados ao serem comparados com a férmula do ion aduto [M+H]* C2sH350¢ proveniente
de UFLC/HRMS-ESI identifica a auséncia de um hidrogénio, o qual n&o aparece no
espectro de RMN de 'H. Em limonoides contendo hidrogénio carbindlico de esqueleto
geduninico € comum o hidrogénio da hidroxila n&o aparecer no espectro de RMN de
'H em CDClz (OHOCHUKU e TAYLOR, 1970; SILVA et al., 2012; PEREIRA et al.,
2014). Através dos pontos levantados neste paragrafo sugerimos a presencga do grupo
alcool ligado ao carbono carbindlico com &¢ 68,9.

As correlagbes observadas no COSY entre o sinal de duplo dupleto em dx
4,30 (dd, J= 12 e 2 Hz) com os sinais de dupleto on 4,78 (d,J=2 Hz) e dn 2,23 (d,J=12
Hz) estdo de acordo os acoplamentos axial-axial (J=12 Hz) e axial-equatorial (J= 2
Hz). A literatura evidencia a conformagao a para o dn 2,23 do H metinico por cristalo-
grafia de raio-X (HOFFER et al., 2009) e diversos autores (CAZAL et al, 2010; FER-
RARIS et al., 2011, MIRANDA et al., 2012; TANAKA et al., 2012; MIYAKET et al.,
2015) o identifica na posi¢cao-5 do esqueleto geduninico (HOFER et al., 2009; MI-
YAKET et al., 2015). Mediante os apontamentos relativos aos acoplamentos &1 4,30
(dd, J=12 e 2 Hz) vicinais calculados e de acordo, respectivamente, aos angulos die-
dro 180° e 90°, aproximados, das comparacgdes da constante de acomplamentos me-
didas no ciclo-hexano na conformacgéao cadeira é possivel inferir as conformagdes Heg-
axial [OH4,30] € H7p-equatorial [ OH 2,23].
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Levando em consideracdo todos os dados observados e os sinais compara-
dos permitiram a identificagcdo da substancia 34 e sendo o limonoides 6a-hidroxigedu-

nina (Figura 11).
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Figura 11.Correlag¢des importantes de HMBC e COSY do 6a-hidroxigedunina

Tabela 6. Correlagao dos sinais dos espectros uni e bidimensionais da substancia 34

HSQC

Q DEPTY S0 HMQC
51HO (JHz) B 1Ce
1 705d(10) 1562  CH 594 (Hy) 204,9(Cs); 49,5 (Cs); 40,3 (C1o0); 38,3 (Co)
2 594d(10) 1266  CH i 45,5 (Ca); 40,3 (Cro)
3 : 2054 c . .
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10

11

12

13

14

80

)

2,23 d(12)

4,30 dd
(12;2)

4,78 d(2)

2,52 dd(12;6)
2,0m
1,85 m
1,62 m

1,74 m

45,5

49,5

68,9

77,1

43,1
38,3

40,3

15,0

25,9

38,8

69,8

C -
CH ]
CH 293 (He):
478 (Hy)
CH
4.30 (Ho)
C -
CH ]
CH ]
Ch: 252
(HQC();
CH,
C -
C -

156,2 (C+); 77,1 (C7); 68,6 (Cs); 45,5 (C4); 40,3 (C10); 31,8 (Cas); 21,5 (C29)

77,1(C7); 49,(Cs); 40,3 (C1o);

172,4 (C7"); 68,6 (Cs); 49,5 (Cs); 43,1 (Ce); 38,3 (Co)

43,1 (Cs); 38,3 (Co)



15
16
17
18
19
20
21
22
23
28
29
30
71

72

3,65s

5,64 s
1,28 s

1,18 s

7,44 m
6,36 sl
7,43 m
1,32s
1,40 s

1,22’ s

2,20s

56,4
167,3
78,2
17,9
20,0
120,2
141,2
109,8
143,2
31,8
21,5
18,9
172,4

21,1

CH

CH
CHs

CHs

CH
CH
CH
CHs
CHs
CHs
C

CHs

167,3 (C16); 69,8 (C14); 43,1 (Csg)
141,2 (C21); 120,3 (C20); 109,8 (C22); 69,8 (C14); 38,8 (C13)
38,8 (C13); 25,9 (C12); 78,2 (C17); 69,8 (C14)

156,2 (C1); 49,5 (Cs); 40,3 (C10); 38,3 (Co)

143,2 (Cz3); 141,2 (C21)
120,1 (Ca20)
205,4 (C3); 49,5 (Cs); 45,5 (C4); 21,5 (C2o)
205,4 (C3); 49,5 (Cs); 31,8 (Cas)
77,1 (C7); 69,8 (C1a); 43,8 (Cs); 38,3 (Co)

172,4 (C7")

a Posicao dos Carbonos e Hidrogénios da cadeia lateral.
® RMN de "H de 300 MHz, CDCls.
¢ RMN de '3C de 75 MHz, CDCls.

49 DEPT 135° e 90°.
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5.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO 10.1.1

O composto semissintético 6a-hidroxidesacetilgedunina(10.1, Figura 6) foi
submetido a reagc&o com cloreto de heptanoila, conforme descrito na metodologia para
obtencgdo do produto 10.1.1. O 10.1.1 tem férmula do ion aduto C33Ha50s ([M+H]*; m/z
569,3116 (valor tedrico [M+H]* 569,3109 Da, A = -1,2) por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO
25).

Os sinais do espectro de RMN de "H (ANEXO 26) sdo caracteristicos da 6a-
hidroxidesacetilge, composto de partida. No espectro de DEPT 135° (ANEXO 28) ob-
serva-se sete metilenos [0c 34,8; 31,4; 28,8; 26,6; 24,7; 22,5; 15,02 ppm], dois meti-
lenos s&o C11 e C12 do esqueleto geduninico e os cincos sinais do substituinte hepta-
noila confirmando a adi¢do do grupo heptanoila no esqueleto geduninico. Os dados
de RMN de 'H, '3C e HSQC (ANEXO 31) foram tabelados (ANEXO 16), comparando
com composto de partida.

No espectro de COSY (ANEXO 30) observa-se o sinal de hidrogénio on 5,32
[dd, J= 12 e 2 HZz] acoplando com os sinais dn 2,73 [d, J= 12 Hz] e o1 3,45 [d, 2 HZ].
Este acoplamento € caracteristico do Heg-axial COM 0S Hsg-axial € H7p-equatoria, respectiva-
mente. O mesmo sinal do RMN de 'H [ &4 5,32 ppm, Hg] correlaciona a 2J no HMBC
com a carbonila do éster da heptanoila [6¢c 172,6 ppm], permitido definir que ocorreu
monoacilagao do hidroxila equatorial. A confirmagao da regioquimica dos demais hi-
drogénios e carbonos foram confirmadas com espectro de COSY (ANEXO 30) e
HMBC (ANEXO 32) chegando a estrutura representada na Figura 12, denominada 7a-

heptanoildesacetilgedunina.
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Figura 12. Resumo dos dados dos espectros de COSY 'H-"H e HMBC do 7a-hepta-
noiloxidesacetilgedunina (10.1.1).
5.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO 10.1.2.

O composto semissintético 6a-hidroxidesacetilgedunina(10.1, Figura 6) foi
submetido a reagdo com cloreto de benzoila, conforme descrito na metodologia para
obtencao do produto 10.1.2. O 10.1.2 tem férmula do ion aduto com formula C33H370s
[M+H]*; m/z 561,2500 (valor tedrico [M+H]* 561,2483, A = -3 ) por UFLC/HRMS-ESI
(ANEXO 33), consistente com a formagao de produto monobenzoilado, também, no
espectro de RMN de *C (ANEXO 35) observa-se o deslocamento quimico caracteris-
ticos de carbonos aromaticos [6c 133,9; 129,7 e 128,9 ppm], corroborando a formagao
do produto de benzoilagao.

O sinal de RMN de 'H do &x 5,66 [dd, J = 12 e. 2 Hz, Hs], com deslocamento
quimico caracteristico de Hq do alcool de éster, apresenta correlacdo com os sinais de
on 2,93 [dd, J=12 Hz, H5)] € &n 3,56 [d, 2 Hz, H7] no COSY (ANEXO 36) e no HMBC
com a carbonila do éster [6¢ 168,3].

Os sinais do espectro de RMN de "H (ANEXO 34), 3C (ANEXO 35) e HSQC
(ANEXO 37) foram tabelados (ANEXO 16), determinando as posigdes dos hidrogénios
e carbonos com as correlagdes no espectro de COSY (ANEXO 36) e HMBC (ANEXO
38)
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Figura 13. Resumo dos dados dos espectros de COSY 'H-'H e HMBC do 7a-benzoi-

loxidesacetilgedunina (10.1.2).

5.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO 10.1.3

O compostos semissintético 6a-hidroxidesacetilgedunina (10.1, Figura 6) foi
submetido a reacado com cloreto de butanoila conforme descrito na metodologia para
obtengdo do produto 10.1.3. O 10.1.3 tem férmula de ion aduto de C3oH390s [M+H]*;
m/z 527,2641 (valor tedrico [M+H]* 561,2639, A = 00) por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO
39), condizendo com o produto monobutanoilado.

O espectro de RMN de 'H (ANEXO 40) foi tabelada (ANEXO 16) e compara-
dos com a substancia de partida e mostrou os mesmos sinais de hidrogénio do es-
queleto geduninico, com a diferenga do sinal caracteristico do Ha hidrogénio do éster
On 5,33 [dd, J=12,2 Hz, Heg]. Observou a correlagéo do sinal d4 5,33 no espectro de
COSY (ANEXO 41) com os sinais 61 2,74 [d, J=12 Hz, Hs] e dn 3,47 [sl, H7]. As demais
correlagdes do espectro de COSY foram resumidos na Figura 14. Mediante o dado
obtido no UFLC/HRMS-ESI, RMN de 'H e COSY foi possivel determinar a estrutura
10.1.3 conforme demonstrada na Figura 14 e denominada 6a-butanoiloxildesacetilge-

dunina.
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Figura 14. Resumo das correlagées do espectro de COSY 'H-'H do 10.1.3, denomi-
nada 6a-butanoiloxidesacetilgedunina.

5.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO 9.1 E 9.2.

O limonoide 7-desacetil-7-oxogedunina (Figura 15) foi submetido a reacao de
reducao com NaBH4 de conforme descrito na metodologia, obtendo os produtos 9.1,
9.2 e 9.3. A estrutura de 9.3 sera determinada no préximo tépico. Os 9.1 e 9.2 tém
férmulas de ion adutos Ca3H330e ([M+H]*; m/z 441,2275 (valor tedérico [M+H]*
569,441,2272 Da, A = -0,7) por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 43, ANEXO 51), condi-
zendo com o par de diastereoisémeros de reducao da carbonila diastereotépica.

O limonoide 7-desacetil-7-oxogedunina tem duas carbonilas de cetonas, ce-
tona a,B-insaturada (C-3) e outra sem a,B-insaturagéo (C-7). A carbonila da cetona a-
B-insaturada é estabilizada por efeito mesomeérico, tornando a outra cetona mais rea-
tiva.

No espectro de RMN de '3C dos semissintéticos 9.1 e 9.2 (ANEXO 45 e
ANEXO 53) observam-se o sinal [6c 204,6 ppm], caracteristico da cetona a-B-insatu-
rada. No entanto, ndo é observado o sinal caracteristico da cetona sem aq,-insatura-
cao, consistindo com a reatividade dessa ultima e o sucesso da reducao por adicéo
nucleofilica de hidreto.

O espectro de COSY do 9.1 (ANEXO 48) observa-se a correlagao do sinal de
Hqa do grupo alcool [dn1 3,81, H7] com os sinais de metileno [6n 1,78 € 1,76, Ha e Hgl,
correlagao idéntica foi observada no COSY do 9.2 (ANEXO 56). Os espectros de RMN
de '"H (ANEXO 44 e ANEXO 52) do 9.1 e 9.2 apresentam constantes de acoplamentos
em 6n 3,81 [dd, J=11 e 5 Hz] consistente com acoplamento diaxial do H7q¢ com o
hidrogénio Hep e axial-equatorial com o Heq para o produto 9.1 e dx 3,58 [dd, J=3 e 2

Hz] com os acoplamentos equatorial-axial e equatorial-equatorial para o produto 9.2.
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As constantes de acoplamentos indicam o0 9.1 como produto semissintético da adigao
de hidretopela face Re, enquanto, o 9.2 pela face Si (Figura 15).

Todos os outros sinais de RMN de 'H, '3C e HSQC (ANEXO 49 e ANEXO 56)
foram tabelados(ANEXO 42), comparados com o limonoides de partida e utilizando os
espectros de COSY (ANEXO 48 e ANEXO 56) e HMBC (ANEXO 50 e ANEXO 58) foi
possivel confirmar a estrutura dos produtos semissintéticos 9.1 e 9.2, sendo resumi-
dos da Figura 16. Os produtos foram denominados de 7-epi-desacetilgedunina (9.1)
e 7a-desacetilgedunina (9.2) (Figura 16).
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Figura 15. Mecanismos da reagéo de adigao nucleofilica do grupo cetona mais rea-

tivo do 7-desacetil-7-oxogedunina com NaBHa4.
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Figura 16. Resumo das correlagdes de COSY 'H-'H e HMBC dos produtos semissin-

téticos 7-epi-desacetilgedunina(9.1) e 7a-desacetilgededunina (9.2)

5.7 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO 9.3.

O limonoide 7-desacetil-7-oxogedunina (Figura 15) foi submetido a reacéo de
adigao nucleofilica com NaBH4 conforme descrito na metodologia, e além dos produ-
tos 9.1 e 9.2 formou o produto 9.3. As analises espectroscépicas do 9.3 foram reali-
zadas em piridina-Ds por causa da sua baixa solubilidade em cloroférmio.

O 9.3 é um sdlido branco com formula de ion aduto CoeH370s ([M+H]*; m/z
445,2613 (valor tedrico [M+H]" 445,2585, A = -6,5) por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 59),
evidenciando a reducgao das cetonas e de olefinas do limonoide de partida, o que pode
ser comprovando no espectro de RMN de 'H (ANEXO 60). Ele ndo apresenta os sinais
caracteristicos dos hidrogénios a,B-insaturados de cetona e no RMN de 3C (ANEXO
61) ndo indica o sinal de cetona a,B-insaturada, corroborando a proposta da féormula

molecular.
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Os dados de RMN de 'H, 3C e HSQC (ANEXO 65) foram tabelados (ANEXO
42) e as posi¢des dos hidrogénio foram determinados pelas correlagdes nos espectros
bidimensionais de COSY'H-"H (ANEXO 64) e HMBC (ANEXO 66), resumidos na Fi-
gura 17.

O espectro de RMN de '"H (ANEXO 60) s&o observados os sinais d+ 3,94 [dd,
J=11 Hz (Heg) € 4 Hz (Heda), H7a] € 01 3,49 [t, J= 8 Hz (H2q € H2g), Hag] sugerindo a

estereoquimica relativa para os Cs e C7 e a formula estrutural do 9.3 conforme repre-

sentados na (Figura 17) e denominado de 1,2-dihidro-3a,7B-gedundiol.

Figura 17. Resumo das correlagdes dos espectros deCOSY 'H-"H e HMBC dos pro-
duto semissintético 1,2-dihidro-3a,73-gedundiol (9.3).

5.8 ACETILACAO, BUTIRILACAO E PENTANOILACAO DO 7-EPI-DESACETILGE-
DUNINA (9.1)

Para obtengao dos produtos de acilagéo da 7-epi-desacetilgeduninacom ani-

drido acético, anidrido butirico ou cloreto de pentanoila seguiu a metodologia descrita

nos métodos. As estruturas dos produtos de acetilagdo (9.1.1), butirilagdo (9.1.2) e

pentanoilacao (9.1.3) foram determinados por dados espectrométricos.

5.8.1 Determinacgao estrutural do produto de acetilagao (9.1.1).

O produto 9.1.1 foi analisado por UFLC/HRMS-ESI e seu espectro de massa
apresentou um pico do ion aduto [M+H]" m/z 483,2406 e tempo de retengao t= 3,2
min (ANEXO 68), condizendo com o produto acetilado (valor tedrico calculado para
CogH3407 [M+H]" m/z 483,2377 Da, A=-6,0 ppm).
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A confirmacao da estrutura do produto foi realizada através dos espectros de
ressonancia magneética nuclear uni e bidimensionais (ANEXO 69 -ANEXO 75). Ampli-
agdo do espectro de RMN de 'H (Figura 18) observa-se o singleto em &4 2,11 ppm
caracteristico de metila de grupo acetila, confirmando a acetilagdo da substancia do
7-epi-desacetilgedunina (9.3)

Em dH 4,96 (dd, J= 10 e 4 Hz) (Figura 18) observa-se um duplo dupleto refe-
rente ao Hz. As constantes observadas foram de consistente com acoplamento trans
diaxial de angulo diedro 180° dos vicinais He e H7. Esse dado da base para inferir a
conformacao relativa a-axial do H7 e confirma que a reagao nao alterou a estereoqui-
mica do esqueleto geduninico.

Os dados de RMN de '"H (ANEXO 69), '3C (ANEXO 70) e HSQC (ANEXO 74)
foram tabelados (ANEXO 67) e comparados com os dados da substancia de partida.
As correlagdes no espectro de COSY "H-'H (ANEXO 73) e HMBC (ANEXO 75) foram
resumidas na Figura 19 consistindo com a estrutura proposta na Figura 19 sendo de-

nominado 7-epi-gedunina.

T T T T T T
5.10 5.05 5.00 4.95 4.90 ppm
-— T 7 7T T T T T T T

222 220 218 216 214 212 210 208 206 204 202 ppm \ﬁwr’y
o o PR -

Figura 18. Ampliagao do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDCl; entre &+ 2,08
e 2,22 ppm, 61 4,90 e 5,10 ppm do produto 9.1.1.
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Figura 19. Resumo das correlagdes dos espectros de COSY 'H-'H e HMBC do pro-

duto semissintético 7-epi-gedunina (9.1.1).

5.8.2Determinacgao estrutural do produto de butirilagao (9.1.2)

O produto 9.1.2 foi analisado por UFLC/HRMS-ESI e observou-se no espectro
de massa o pico de ion aduto [M+H]" m/z511,2704 e tempo de retencéo t.= 6,5 min
(ANEXO 76), condizendo com o produto butirilado(valor tedrico calculado para
C30H3907 [M+H]* m/z 511,2690 Da, A=-2,7 ppm).

A confirmacéao da estrutura do produto foi realizada através dos espectros de
ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (ANEXO 77-ANEXO 83). A am-
pliacdo do espectro de DEPT 135° (Figura 20) observa-se cinco sinais de metilenos
[6c 36,6; 28,9; 25,5; 18,2 e 16,6], dois a mais que a substancia de partida 9.1 e a
ampliagdo do espectro de RMN de 'H (Figura 21) observa-se um tripleto de metila [n
1,0 ppm] caracteristico de metila terminal de cadeia alifatica. Os dados de DEPT 135°
e RMN de 'H observados comprovam a adi¢do do grupo butirila na substancia de

partida.
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Figura 20. Ampliagdo do espectro de DEPT 135° (75 MHz) em CDCI3 entre 10 e 60
ppm do produto 9.1.2.

No espectro de RMN de "H (Figura 22), sinal do H7 tem as mesmas caracte-

risticas do hidrogénio H7 (axial) observadas na substancia de partida 9.1, a ssim con-

firmando a estereoquimica relativa do produto 9.1.2.
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Figura 21. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDClIs entre 0,90 e
1,25 ppm do produto 9.1.2.
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Figura 22. Ampliagéo do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDClIs entre 4,90 e
5,20 ppm do produto 9.1.2.
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Os dados de RMN de "H (ANEXO 77), 3C (ANEXO 78) e HSQC (ANEXO 82)
foram tabelados (ANEXO 67) e comparados com os dados do material de partida. As
correlagdes no espectro de COSY 'H-"H (ANEXO 81) e HMBC (ANEXO 83) foram
usadas para confirmar a estrutura do 7B-butanoiloxigeduninae seus dados foram re-

sumidos na Figura 23 .

Figura 23. Resumo das correlagbes dos espectros de COSY 'H-'"H e HMBC dos pro-

duto semissintético 7B-butanoiloxigedunina(9.1.2).

5.8.3 Determinacgao estrutural do produto de pentanoilagao (9.1.3)

O produto 9.1.3 apresentou por UFLC/HRMS-ESI um espectro de massa com
pico do ion aduto [M+H]* de m/z525,2842 e tempo de retengao t= 7,3 min (ANEXO
84), condizendo com o produto pentanoilado (valor teérico calculado para C31H4107
[M+H]" m/z 525,2847 Da, A= 0,9 ppm).

A confirmacéao da estrutura do produto foi realizada através dos espectros de
ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (ANEXO 85-ANEXO 91). A am-
pliacdo do espectro de DEPT 135° (Figura 24) observa-se seis sinais de metilenos [6c
34.,4; 28,9; 27,7; 26,7; 25,5 e 16,6 pmm], trés a mais que a substancia de partida 9.1.
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Os dados de DEPT 135° corroboram com a adigao do grupo pentanoila na substancia

de partida.

34.4
—28.9
—27.5
—26.7
—25.5
—22.3
—21.1
—19.9
—16.6
—14.2
T™13.7

e g
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Figura 24. Ampliagao do espectro de DEPT 135° (75 MHz) em CDCI3 entre 10 e 60
ppm do produto 9.1.3.

Os dados de RMN de "H (ANEXO 85), '*C (ANEXO 86) e HSQC (ANEXO 90)
foram tabelados (ANEXO 67) e comparados com os dados da substancia de partida.
As correlagdes no espectro de COSY 'H-"H (ANEXO 81) e HMBC (ANEXO 83) foram
usadas para confirmar a estrutura do 73-pentanoiloxigeduninae seus dados foram re-

sumidos na Figura 25.
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Figura 25. Resumo das correlagdes do espectro deCOSY 'H-'H e HMBC dos produtos

semissintéticos 7B-pentanoiloxigedunina(9.1.3).

5.9 ACETILACAO, BUTIRILACAO E HEPTANOILACAO DO 7a-desacetilgedunina
(9.2)

Para obtengao dos produtos da acilagdo da 7a-desacetilgedunina com ani-
drido acético, anidrido butirico ou cloreto de heptanoila seguiu a metodologia descrita
nos métodos. As estruturas dos produtos de acetilagdo (9.2.1), butirilagéo (9.2.2) e
heptanoilagao (9.2.3) foram determinados por dados espectrométricos.

O sinal de hidrogénio H7 dos espectros de RMN de 'H do 9.2.1,9.2.2 € 9.2.3
apresentam as mesmas multiplicidades da substancia de partida, 9.2, conforme mos-
trado nas Figura 26, Figura 27 e Figura 28, respectivamente. Os J de acoplamentos
pequenos sao caracteristicos de interagdes vicinais de hidrogénio equatorial-axial e
equatorial-equatorial. Dessa forma as substituicbes ndo mudaram a estereoquimica
da substancia de partida, mantendo os substituintes na configuragao relativa a e con-

formacéao axial.
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Figura 26. Ampliagéo do sinal do hidrogénio H7 do espectro de RMN de 'H do 9.2.1.
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Figura 27. Ampliagéo do sinal do Hidrogénio H7 do espectro de RMN de 'H do 9.2.2.
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Figura 28. Ampliagéo do sinal do Hidrogénio H7 do espectro de RMN de 'H do 9.2.3.

5.9.1 Determinagao estrutural do produto de acetilagao (9.2.1).

O produto 9.2.1 apresentou por UFLC/HRMS-ESI espectro de massa com
pico de ion aduto [M+H]" m/z483,2391 Da e tempo de retencgao t= 3,2 min (ANEXO
93), condizendo com o produto acetilado (valor tedrico calculado para CosH34O7
[M+H]" m/z 483,2377 Da, A=-6 ppm).

A confirmacéao da estrutura do produto foi realizada através dos espectros de
ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (ANEXO 94-ANEXO 100). A am-
pliagdo do espectro de RMN de 'H (Figura 29), observa-se um singleto em dn 2,11
caracteristico de metila de grupo acetila, confirmando a acetilagdo da substancia de
partida.

Os dados de RMN de '"H (ANEXO 94), 3C (ANEXO 95) e HSQC (ANEXO 99)
foram tabelados (ANEXO 92) e comparados com os dados da substancia de partida.
As correlagdes no espectro de COSY "H-"H (ANEXO 73) e HMBC (ANEXO 75) foram
resumidos na Figura 30, consistindo com a substancia 7a-desacetilgedunina (9.2) aci-

lada, denominada de gedunina.
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Figura 29. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDCl; entre &1 2,08
e 2,22 do produto 9.2.1.

Figura 30. Resumo das correlagdes do espectro de COSY 'H-'H e HMBC do produto

semissintético (9.2.1).
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5.9.2 Determinacao estrutural do produto de acetilagao(9.2.2)

O produto 9.2.2 foi analisado por UFLC/HRMS-ESI e no espectro de massa
observou-se um pico de ion aduto [M+H]" m/z511,2684 e tempo de retencao t= 6,0
min (ANEXO 101), condizendo com o produto butirilado (valor tedrico calculado para
C30H3007 [M+H]* m/z 511,2690 Da, A=1,2 ppm).

A confirmacéao da estrutura do produto foi realizada através dos espectros de
ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (ANEXO 102-ANEXO 108). Na
ampliacdo do espectro de DEPT 135° (Figura 31) observam-se cinco sinais de meti-
leno [6c 36,4; 25,9; 23,3 e 15,0], dois a mais que a substancia de partida, corroborando

com o espectro de massa na adicdo de agrupamentos butirila no material de partida.
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Figura 31. Ampliagcao do espectro de DEPT 135° (75 MHz) (ANEXO 104) em CDCIs
entre 0 e 50 ppm do produto 9.2.2.
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Os dados de RMN de '"H (ANEXO 102), '3C (ANEXO 103) e HSQC (ANEXO
107) foram tabelados (ANEXO 92) e comparados com os dados da substéncia de
partida. As correlagdes no espectro de COSY 'H-"H (ANEXO 106) e HMBC (ANEXO
108) foram usados para confirmar a estrutura do 7a-butanoiloxigedunina e seus dados

foram resumidos na

}3 O
\//
2. /21

18 20

Figura 32. Resumo das correlagdes do espectro de COSY 'H-'H e HMBC do produto
semissintético 7a-butanoiloxigedunina (9.2.2).

5.9.3 Determinacao estrutural do produto de pentanoilagao (9.2.3).

O produto 9.2.1 apresentou por UFLC/HRMS-ESI espectro de massa com
pico de ion aduto [M+H]" m/z 525,2874 Da e tempo de retengao t.= 6,7 min (ANEXO
109), condizendo com o produto heptanoilado (valor tedrico calculado para C3z1Hs107
[M+H]* m/z 525,2847 Da, A=- 5,2 ppm).

A confirmacao da estrutura do produto foi realizada através dos espectros de
ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (ANEXO 110-ANEXO 116). A
ampliacado do espectro de DEPT 135° (Figura 33) observa-se seis sinais de metilenos
[6c 34,2; 26,9; 25,9; 23,3, 22,3 e 15,0 pmm], trés a mais que a substancia de partida
9.2. Os dados de DEPT 135° corroboram com a adigdo do grupo pentanoila na subs-

tancia de partida.
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Figura 33. Ampliacdo do espectro de DEPT 135° (75 MHz, ANEXO 112) em CDCls
entre 12 e 36 ppm do produto 9.2.3.

Os dados de RMN de '"H (ANEXO 110), '3C (ANEXO 111) e HSQC (ANEXO
115) foram tabelados (ANEXO 92) e comparados com os dados da substéncia de
partida. As correlagdes no espectro de COSY 'H-"H (ANEXO 114) e HMBC (ANEXO
116) foram usados para confirmar a estrutura do 7a-pentanoilgedunina e seus dados

foram resumidos na Figura 34.
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Figura 34. Resumo das orrelagdes do espectro de COSY 'H-'"H e HMBC dos produtos

semissintéticos 7a-pentanoilgedunina (9.2.3).

5.10 ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO CONTRA Plamosdium falciparum e
Plasmoudium vivax.

Das substancias isoladas e semissintéticas apenas os limonoides 6a-acetoxi-
gedunina (10) e seu derivada 6a-hidroxidesacetilgedunina (10.1) foram testados con-
tra cepas clinicas de P. vivax (Tabela 7). As quatro substancias naturais (Figura 35) e
as treze semissintéticas (Figura 36, Figura 37 e Figura 38) foram testadas contra cepa
K1 multi-resistente de P.falciparum e citotoxidade em fibroblasto humano n&o-tumo-
rais (MCR-5) conforme descrito na metodologia. O teste antimalarico foi realizado em
duplicata/experimento, sendo dois experimentos para cada substancia, tendo as dro-
gas cloroquina difosfato e quinina sulfato como controles positivos. O teste de citoto-
xidade aconteceu em ftriplicata com a doxorrubicina e DMSO como controles positivos
de morte celular e negativo, respectivamente. Os resultados antimalaricos e citotoxi-

dade foram tabelados (Tabela 8Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.).
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rendimento: 11,5 mg
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Figura 35. Limonoides isolados das sementes da Carapa guianensis. (2 Teste antima-

larico contra cepas de P. falciparum; ® Resultados publicado em Pereira et al., 2014; ©
Testes antimalaricos contra cepas clinicas de P. vivax)

Os critérios adotados para atividade em P. falciparum foram baseados na li-

teratura de Alves (2016), no qual assume-se que Clsp abaixo ou igual a 0,1 yM sé&o

muito ativas, substancias com valores entre 0,1-0,5 y sdo ativas, entre 5-20 uM sao
moderadamente ativas e acima de 20 yM sao consideradas inativas.
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Figura 36. Semissintéticos a partir do 6a-acetoxigedunina (10) e Clso contra P. falci-

parum.

Analisando e comparando as atividades dos derivados com as substancias
naturais de partida, podemos observar que alguns tiveram sua atividade antimalarica
potencializada em relagao a seu respectivos precursores naturais, como no caso da
6a-butanoiloxigedunina (10.1.3, Figura 36) que apresentou Clsg de 3,68 uM (Tabela
8), valor menor do que seu precursor natural 6a-acetoxigedunina (TH62C, Figura 36)
e semissintético 6a-hidroxidesacetilgedunina (10.1, Figura 36), cujo os valores de Clso

foram de 7,0 uM e 6,31 uM, respectivamente. O aumento da atividade com maior
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significado ocorreu em todos os derivados semissintéticos da substancia natural 7-
desacetil-7-oxogedunina (TC62B, Figura 37, Clso 20,7), excerto o 1,2-dihidro-3a,7[3-
gendiol (9.3, Figura 37) que mostrou Clso de 30,36 uM, enquanto os demais apresen-

taram atividade variando entre 1,76 uM e 11,6 uM.

47, 6
28 29
7-epi-desacetilgedunina (9.1) 7a-desacetilgedunina (9.2)
rendimento: 48,1 % o  rendimento: 9,0 %
Cl,,= 6,31 uM / Cl,,= 11,58 uM

228 21
18 20%
12 = =

‘13 17 O
16
2 N 0

4.‘ "’I/
28 29

7o-desacetilgedunina (9.3)
rendimento: 1,4 %

Cl., = 30,36 uM

6

Figura 37. Semissintéticos obtidos na reacdo com NaBH4 e 7-desacetil-7-oxogedunina
e atividade antimalarica contra cepas de P. falciparum.

Dos derivados do 7-desacetil-7-oxogedunina foi possivel afirmar que a posi-
¢ao-7 do esqueleto geduninico é relevante na atividade antimalarica. Tanaka e cola-

boradores (2012) afirmam que a posigéo-7 € crucial para atividade antimalarica. Omar
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et al. (2003b) enfatiza que o grupo hidroxila na posi¢cédo-7 diminui atividade do esque-
leto geduninico. No entanto, ao comparar a atividade antimalarica dos limonoides ge-
duninicos com grupo funcionais na posigdes-6 e posi¢cao-7 € possivel encontrar indicio
para inferir que a presenca de grupos acidos de ésteres pequenos na posi¢cao-6 dimi-
nui a influéncia da hidroxila na posi¢cao-7 sobre a diminuicdo da atividade antimalarica.

A diminuicido da atividade pode ser observada quando o éster na posigao-7
do esqueleto geduninico influenciam no decréscimo da atividade com o aumento da
sua cadeia lateral. Essa observacao pode ser vista no caso do 7-epi-gedunina (9.1.1,
Figura 38) que apresentou Clso de 1,76 uyM (Tabela 8), enquanto o 7B3-butanoiloxige-
dunina(9.1.2, Figura 38) e 7B-pentanoiloxigedunina(9.1.3, Figura 38) tiveram Clso de
4,80 uM e 6,43 uM (Tabela 8), respectivamente.

O aumento da cadeia lateral dos ésteres ndo foi o unico fator influente na
atividade antimalarica, a estereoquimica se mostrou importante. Todos os derivados
do 7-epi-desacetilgedunina (9.1, Figura 38) foram mais ativos que os do 7a-desaceti-
lgedunina (9.2, Figura 38), como no caso da 7epi-gedunina, cujo o valor do Clso foi de
1,76 uM, valor menor que seu diastereoisdmero, gedunina (9.2.1, Figura 38), o qual
apresentou Clsg de 2,49 yM.

A substancia 1,2-dihidro-3a,73-bendiol (9.3) apresentou a menor atividade de
todas as substancias testadas. Segundo Omar e colaboradores (2003b) a diminuig&o
da atividade é explicada pela auséncia da cetona a,B-insaturada e a presenca do
grupo hidroxila na posigao crucia da atividade antimalarica do esqueleto geduninico,
posicao-7.

Além do conhecimento da relagdo da estrutura atividade das substancias de
esqueleto geduninico, outro ponto positivo é ressaltado sobre as substancias isoladas
e semissintéticas. Todas apresentam incapacidade de promover a morte de 50 % das
células na concentragao testada (50 pg/mL). Os valores encontrados de Clso de todas
as substancias sao superiores ao controle positivo de morte utilizando Doxorrubicina,
a qual apresentou Clso de 0,43 uM, ou seja, as substancias utilizadas nesta tese nao
apresentam toxidade em células normais.

Os testes in vitro contra P. vivax realizado com o 6a-acetoxigedunina (10) e
6a-hidroxidesacetilgedunina (10.1) demonstram que a presenga do grupo acetila na
posicao-6 e posicao-7 nao influenciam drasticamente na atividade biolégico. A mesma

resposta estrutura-atividade é observada quando as substancias sdo comparadas no
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teste in vitro contra P. falciparum, levando a supor que as substancias testadas contra

P.vivax apresentam mecanismo de acgao relativamente similar ao do P. falciparum.

7-epi-gedunina (9.1.1)

rendimento: 63% 7B-butanociloxigedunina (9.1.2)
: _ o
Cl,= 1,76 uM 3 rendlmtinto. 40,4%
Cls, = 4,80 uM

7B-pentanociloxigedunina (9.1.3)
rendimento: 29,6%

Cly = 6,43 UM

Figura 38. Resumo dos produtos de acilagdo do semissintético 7-epi-desacetilgedu-

nina e atividade antimalarica in vitro contra cepa de P. falciparum.
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rendimento: 51,6% 7a-butanoiloxigedunina (9.1.2)
Cl;y=2,49 uM rendimento: 32,8%

Clyy= 5,10 uM

7a-pentanoiloxigedunina (9.2.3)
rendimento: 26,9%

Clyy = 7,82 uM

Figura 39. Resumo dos produtos de acilagdo do semissintético 7a-desacetilgedunina

e atividade antimalarica in vitro contra cepa de P. falciparum.

Tabela 7. Clso das substancias para cepa de P. vivax. frente a quatro substancias

naturais e doze semissintéticas.

Substancia Microteste (M)
10 4,48 £ 0,92
10.1 6,80 + 0,33
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Tabela 8. Valores de Clsg de substancias naturais e semissintéticas contra P. falcipa-
raum e fibroblasto humano MCRS.

P. falciparum K1 Fibroblasto humano MCR-5
Substéancia
ICs0 (M) Resultado  ICs (M) .S.k
9.1.1 1,76 A >103,7 >58,9
9.2.1 2,49 A >103,7 >41,6
10.1.3 3,68 A >103,7 >28,2
34 4,69 A >113,6 >24,2
9.1.2 4,80 AM >98,0 >19,2
9.2.2 5,10 A >98,0 >20,4
10.1 6,31 AM >100,4 >15,9
9.1.3 6,43 AM >954 >14,8
10 7,0 AM >185,0 >26,4
9.1 7,26 AM >113,4 >15,6
9.2.3 7,82 AM >95,4 >12,2
10.1.1 8,79 AM >88,1 >10,0
10.1.2 9,03 AM >113,6 >12,6
9.2 11,58 AM >113,6 >9,8
33 15,40 AM >191,0 >12,4
9 20,7 I 108,0 5,2
9.3 30,36 I >112,5 >3,7
Cloroquina difosfato 0,33 A - -
Quinina sulfato 0,30 A -
Doxorrubicina - - 0,43 -

@ Rendimento dos produtos semissintéticos.

b indice de Seletividade (1.S.)= Cls (fibroblasto humano) / Clso(P. falciparum)
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho gerou o isolamento dos limonoides 6a-hidroxigedunina, 7-desa-
cetil-7-oxogedunina, 6a-acetoxigedunina e 6a-acetoxiazaradiona das sementes da
Carapa spp. A partir do limonoide 6a-acetoxigedunina, foram sintetizados o 6a-hidro-
xidesacetilgedunina (rendimento 72,7%), 6a-heptanoiloxidesacetilgedunina (rendi-
mento 13 %), 6a-benzoiloxidesacetilgedunina (rendimento 57,3 %) e 6a-butanoiloxi-
desacetilgedunina (rendimento 45,8 %). O limonoides natural 7-desacetil-7-oxogedu-
nina origina 7B-desacetilgeunina (rendimento 48,1%), 7a-desacetilgedunina (rendi-
mento 9%), 1,2-dihidro-3a,73-gendiol (rendimento 1,4%), 7-epi-gedunina (rendimento
63%), 7B-butanoiloxigedunina(rendimento 40,4 %), 7B-pentanoiloxigedunina(rendi-
mento 29,6%), gedunina (rendimento 51,6%), 7a-butanoiloxigedunina (rendimento
32,8%) e 7a-pentanoilgedunina (rendimento 26,9%). Todas as quatros substancias
naturais e trezes semissinteticas foram caracterizados por UFLC/HRMS-ESI e RMN
uni e/ou bidimensional.

As reacbes de acilagdo no esqueleto geduninico sao regiosseletiva, onde o
aumento da cadeia lateral dos reagentes acilantes e impedimento estérico formados
na posi¢cao diminui o rendimento das reacdes.

O limonoide 6a-acetoxigedunina e seu derivado semissintético apresentaram
atividade contra P. vivax, principal protozoario da malaria na regido Amazonico e toda
as substancias desse trabalho, tanto natural quanto semissintética, foram testadas
contra P. falciparum, protozoario com maior indice de mortalidade no mundo. A ana-
lise dos testes antimalaricos contra P.falciparum mostrou que atividade do esqueleto
geduninico diminui com o aumento da cadeia do acido de éster na posigédo-7 e sua
atividade é influenciada pela estereoquimica relativa dos ésteres, onde a configuragcao
B apresenta maior atividade frente a a, como o caso da gedunia frente a seu epimero
7-epi-gedunina.

As substéncias 6a-heptanoiloxidesacetilgedunina, 6a-benzoiloxidesacetilge-
dunina, 6a-butanoiloxidesacetilgedunina, 7-epi-gedunina, 7-epi-butanoiloxigedunina,
7a-butanoiloxigedunina, 7B-pentanoiloxigeduninae 7a-pentanoilgedunina sao inéditas
na literatura.

Todas as substancias naturais e semissintéticas desse trabalho ndo apresen-
tam mortalidade em células normais e no futuro devererao ser realizados os testes in
vivo contra cepas de P. berghei NK65 com os semissintéticos 7-epi-gedunina, gedu-

nina, 7p-butanociloxigedunina. e 6a-butanoiloxidesacetilgedunina. Para os testes in
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vivo € necessario em média 300 mg de cada derivado, para realizagcéo do teste com-
pleto. Os produtos naturais precursores desses semissintéticos ja foram isolados em

escala de grama.
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ANEXO 1. Dados de RMN 'H e '3C(apenas 34) dos limonides isolados da Carapa ssp .

“og =

34: R'= OH; R?>=OAc.

2,18 dd(15; 3) 2,56 d (12)

OAc
6a-acetoxiazaradionan
7-desacetoxi-7-oxogedunina: R'= H; R=0.
6q-acetoxigedunina: R'= OAc; R?=OAc.
34 7-desacetil-7-oxogedunina 6a-acetoxigedunina  6a-acetoxiazaradiona
H/C?
5 HP (J, Hz) 5 13¢d 5 HP (J, Hz) 5 HP (J, Hz) 5 HP (J, Hz)
1 7,05 d(10) 156,2 7,12 (10) 7,1d (10) 7,16 d(10)
2 5,94 d(10) 126,6 5,94 d(10) 5,98 d (10) 5,99 d(10)
3 - 205,4 - - -
- 455 -
2,23 d(12) 49,5

2,54 d(12)
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10

11

12

13

14

15

16

4,30 dd(12;2)

4,78 d(2)

2,52 dd(12; 6)
2,0m
1,85 m
1,62 m

1,74 m

3,65s

68,6

77,1

43,1
38,3

40,3

15,0

25,9

38,8
69,8
56,4

167,3

2,42 dd(15; 3)

2,94 t(15)

2,18 m

201 m

1,85 m

1,62 m

1,74 m

3,88 s

5,31 dd(12; 2)

4,934 (2)

2,57 dd(12; 5)
2,01 m
1,87 m
1,63 m

1,77 m

3,65s

5,40 dd(12;3)

5,06 d(12)

2,71 dd(12;4)
2,19 m
1,88 m
1,95 m

2,03 m

3,46 s



17
18
19
20
21
22
23
28
29
30
61
62
71

72

5,64 s
1,28 s

1,18 s

7,44 m
6,36 sl
7,43 m
1,32's
1,40 s

1,22 s

2,20s

78,2
17,9
20,0
120,2
141,2
109,8
143,2
31,8
21,5

18,9

172,4

21,1

5,48 s
1,17 s

1,15 s

7,43 m
6,38 sl
741 m
1,24 s
1,37 s

1,16 s

5,64 s
1,28 s

1,25s

7,5dI(1,32)

6,36 t (1,32)

7,4 dl (1,32)
1,29 s
1,20 s

1,30 s

2,07 s

2,18s

3,92s
1,07 s

1,24 s

7,43 m
6,26 m
7,41 1(2)
1,29 s
1,20 s

1,36 s

211s

2,05s

124

a Posicao dos hidrogénios e carbonos dos ésteres.

b RMN 'H 300 MHz, CDCls
¢ RMN 13C 75 MHz, CDClas1



Analysis Info Acquisition Date  9/21/2015 10:54:21 AM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2015\Adrian\Tiago B\Data\LC-MS\ODS_ESI+_4TBP62A_1uL_1-2_01_296.d

Method Tune-Low_Luiz_COMFocus_50-900_Daniel_10min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP62A_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment 21/09/15_4TBP62A_1uL-1 (C=1 mg;mL)

ODS(50x2,0);FIx= 0,4;Inj 1.0uL-split de0,06 mL (MS)/0,34mL (desc);P:2552psi
A(H20 0,1%AForm)/B(ACN)_ 0,1%AForm-LC-MS

0-5m-55%

5-6m-55-100%

6-7m-100%

7-8m-100-55%

8-10m-55%

injetor: ACN HPLC

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
499.2333 1 M+H C28H3508 499.2326 -1.4 9.8
Intens. ODS_ESI+_4TBP62A_1ul_1-2_01_296.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA
[mAU}; 1.3 min
x104 1

Intens ODS_ESI+_4TBP62A_TuL_1-2_01_296.d EIC 499.233720.05 +All M)

x10%; 499.2333
2.0
153

1.04

0.53

0.0 v
2

200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength [nm]

Intens. +MS, 1.6min #98|
x105

1.21 4992333

w4
e
-
-

7 Time[min]

1.0

0.81

0.6

0.4+

0.2

203.0893 299.1099 4392114 | 573.2677
'l '} — A e v

0.0 - -
200 300 400 500 600 700 800 m/z

ANEXO 2. UFLC/HRMS-ESI do 34
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Current Data Parameters

NAME Tiago_4TBP62A
EXPNO 12
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20151015
Time 17.50
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 1

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 14.1894

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 296.9 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

Pl 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

T T T T T T T T T T T
.0 . 50 45 40 35 3.0
- I

@A B AR A

ANEXO 3. Espectro de RMN de 'H do 34.
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Current Data Parameters
NAME Tiago_4TBP62A
EXPNO 21
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
©NHMmm @nanonao
Time 10.05
g Q g g g % (‘:(7 2 g a‘ (TJ{ g 2 : ﬂ INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
\ / PULPROG zgpg 30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 14336
Ds Q
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
20 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.0 K
D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
N N D40 0.01589%210 sec
e " ' e i L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
A R I AR AR R AR RN RN RN RN DO *
55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm = CHANNEL f1 =
SFO1l 75.4928982 MHz
NUC1l 13¢
Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
=== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
=hs 32768
el W WA aaail | . “ SF 75.4853552 MHz
WDW EM
SSB Q
LB 1.00 Hz
" I " I ! I ) I " T " I ) I ) I j T " I i GB 0
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm’ bhae

ANEXO 4. Espectro de RMN de 3C da substancia 34.
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Current Data Parameters
| \ / | \/ | | | \ \\\\\ //// NAME Tiago_4TBP623
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Rcquisition Parameters
Date_ 20151016
Time 12.05
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG deptl135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 1600
D3 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 295.8 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
== CHANNEL fl == =:
SFOL 75.4913881 MHz
NUCL1 13¢
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
L? 0\ "0 ‘_‘ O m m m == CHANNEL f2 ==
oy [T — O W~ < 300.2009601 MHz
™~ ™~ NN N A A — 18
waltzlé
IRV
16.50 usec
90.00 usec
20.00000000 W
0.16806000 W
r F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853573 MHz
e A By B S B WOW EM
SSB 0
30 28 26 24 22 20 18 16 ppm 1B 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

ANEXO 5. DEPT 135° da substancia 34
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Current Data Parameters
] Vo T T NN g e
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20151016
Time 12.05
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG deptl135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 1600
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 295.8 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
SFOl 75.4913881 MHz
NUCLl 13¢
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
w‘ m LO H O m 0\ m == CHANNEL f2 = =
a2 1) — - O 0~ < SFO2 300.2009601 MHz
™~ ™~ NN N A A — Nuc2 18
CPDPRG [2 waltzlé
‘ ‘ \/ / \ / ‘ P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
T F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853573 MHz
T T T 1 " T "~ T T T WDW EM
SSB 0
30 28 26 24 22 20 18 16 ppm 1B 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

| | T | | T | | T | | T | | T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

ANEXO 6. DEPT 90° do da substancia 34.
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ANEXO 7. Espectro COSY 'H-"H da substancia 34.
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Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

Tiago_4TBPG6ZA
100
1

F2 - Acquisition Parameters
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

GPNAM[1]
GPZ1
Plé

TD

SFO1
FIDRES
SW
FnMODE

sI
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

CHANNEL f1

GRADIENT CHANNEL

20151014
17.26
FOURIER300

5 mm DUL 13C-1
cosygpqaf

2048

3051.758 Hz
1.490116 Hz
0.3355443 sec
31.623

163.840 usec

10.00 usec

1028.3 K

0.00000300 sec
1.00000000 sec
0.00000400 sec
0.00020000 sec
0.00032760 sec

300.2013509 MHz

7.75 usec
7.75 usec
20.00000000 W

SINE.100
10.00 %
1000.00 usec

F1 - Rcquisition parameters
256

300.2014 MHz

23.847681 Hz

10.168 ppm
oF

F2 - Processing parameters
4096

300.2000028 MHz
QSINE

1.40

F1l - Processing parameters

SI
MCz2
SF
WDW
SSB
LB
GB

QF
300.2000089 MHz
QSINE




o

ppm

o

<ol

ANEXO 8. Espectro de HSQC da substancia 34.
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Curr
EXENO 200
FROCNO 1
F2 - Requisition Parameters
Date_ 20151014
Time 9.01
INSTRUM FOURIERZ00
PROBHD 5 mm DUL 13¢-1
PULPROG hegegpph
2048
SOLVENT cpc13
NS 144
ps 16
SWH 3051.758 Hz
FIDRES 1.490116 Hz
20 0.3355443 sec
R& 501.187
o 163,840 ueec
DE 10.00 usec
E 8.3 K
CcNST2 145.0000000
Do 0.00000300 see
D1 1.00000000 sec
b4 0.00172414 see
D11 0.03000000 see
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 see
D3l 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000830 see
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 sec
D37 0.00000083 see
D3s 0.00001540 sec
paz 0.00000166 sec
D43 0.00002128 see
D44 0.00120000 sec
pas 0.00051614 see
N0 0.00003080 see
14 36
P35 75.00 usee
CHENNEL £1
300.2013509 MHz
1H
7.64 ueec
15.28 usec
20.00000000 W
CHENNEL £2
SFO2 75.4921437
wuez 13¢
CPDPRG[2 garp
P3 9.30 usec
4 18.60 usec
PCPD2 5.00 usec
PLW2 50.00000000 W
PLWIZ 0.80352998 W
GREDIENT CHANNEI
GPNRM[1] SINE.100
GPNRM[2] SINE.100
GPNRM[3] SINE.100
ezl 80.00 %
cPz2 30.00 %
cpa3 20.10 %
P16 1000.00 usec
Fl - Requisition parameters
™ 240
SFOL 75.49214 MHz
FIDRES 135.281387 Hz
s 215.039 ppn
FaMODE PI
F2 - Processing paramsters
ST 4096
e 300.2000030 MHz
WDW QSINE
SSB 2
1B 0 Hz
B o
2 1.40
Fl - Processing paramsters
sT 409
nez TPPI
SE 75.4853516 MHz
wDW os
SSB
1B 0 Hz
B o



Current Data Parameters

NAME Tiago_d4TBPG2A
EXPIO 3
PROCIO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20151015
Time 17.54
INSTRUM FOURIER300
ppm PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbegplpndgf
- ™ 2048
. . SOLVENT cpe1s
e B8 . 20 ns 148
* Ds 16
s 2051.758 Hz
- . + .. FIDRES 1.490116 Hz
no 0.3355443 sec
RG 1
- N -
™ - oW 163,840 usec
3 : - g 40 o
- o E 297.0 K
- - . cwsT2 145.0000000
CcHsT13 7.0000000
Do 0.00000300 sec
. M D1 1.00000000 sec
- 60 D2 0.00344828 sec
D& 0.07142857 sec
Dlé 0.00020000 sec
- . B . - - pa1 0100000764 sec
D32 0.00001528 sec
A . D33 0.00000930 sec
o » | D36 0.00100000 sec
80 D38 0.00003010 sec
mo 0.00003010 sec
CHANNEL £1
300.2013509 MHz
18
-100 7.64 usec
15.28 usec
20.00000000 W
- .

CHRNNEL £2

75.4932760 MHz
13¢

- . - — 9.30 usec

120 50.00000000 W

= GRADIENT CHANNEL

GENAM[1] SINE.100
GerAM[2] SINE.100
3 100
. . - - . 140 z?z"i"[ ! 00 s
GPz2 20.00 %
GPz3 40.10 %
P16 1000.00 usec
. [ Fl - Requisition parameters
256
—160 ;?01 75.49328 MHz
FIDRES 129.775742 Hz
- . sw 220.037 ppm
“ P FaMODE or
F2 - Processing parameters
—180 o 300.2000047 MHZ
wow
8B 0
1B 0 Hz
GB o
rC 1.40
200 .
e PO FL - Processing pazsmsters
ucz or
LA L L I Ly L B L B By B B B L) B B ;;W 75»43553151\'320""1
ssB o
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm e o x

ANEXO 9. Espectro de HMBC da substancia 34

132



Analysis Info Acquisition Date  1/22/2016 8:33:50 AM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2016\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\ODS_ESI+_4TBP75A_0.5uL-1_1-1_01_450.d

Method Tune-Low_Tiago_noFocus_50-900_.m Operator BDAL@DE
Sample Name  ODS_ESI+_4TBP75A_0.5uL-1 Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm 21_1_2016

Fix=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2920psi;C=1mg/mL (ACN);Inj=0.5uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(ACN+0,1%HCOOH)
0-6m-50%

6-8m-50-100%

8-10m - 100%

10-12m - 100-50%

12-14m - 50%

injetor: ACN
Calib.:HCOONa 10mM_end

Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 5.0 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 vV Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 145 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Dry Gas 10.0 V/min
Scan End 900 m/z Set Collision Cell RF  100.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Intens. ODS_ESI+_4TBP75A_0.5uL-1_1-1_01_450.d: BPC +All MS]|
x1
AN
0\
f \
4 |
10 miz 439.2113 [
2.8 min [ |
1 f \
08 “ \
.
06 ; .
04 |
\
SN\ ‘
/ N\ / \
0.21 N/ V \x '&
f/ W/ ‘J \
E WAy
0.0 Ak M) A AR oA M A A
~o 2 4 6 8 10 12 Time [min]
Intens. | +MS, 2.8min #169)|
x105
0. 4392113
0.6
0.4+
0.24
00/ 202.7877 " .31|°'“25| YT TP 619.0521 744.4356 n
' 200 300 400 500 600 ' 0

700 800
Meas. m/z # lonFormula Adduct m/z err [ppm] mSigma Score
439.2113 1 C26H3106 M+H 439.2115 04 10.4 100.00

ANEXO 10. UFLC/HRMS-ESI do 7-desacetil-7-oxogedunina (9)
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Current Data Parameters
NAME Tiago_1GS23D
EXPNO 11
PROCNO 1
oY < O D A O SN
o oy @ ;T A F2 - Acquisition Parameters
MR T Ao r~ S s Date 20160120
SRESES SRS RS ESES RS (vz N Time 16 5
\ | / \\\w\// \\‘ — o INSTRUM FOURIER300
/ \ M/ PROBHD 5 mm DUL 13C-1
‘ ‘ PULPROG zg
TD 65536
CDC13
16

SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

0
6103.516 Hz
0.093132 Hz

5.3687031 sec

11.22
DW 81.920 usec
T T DE 10.00 usec
1.4 1.3 1.2 ppm TE 296.0 K
: . : : : D1 1.00000000 sec
T T T T T DO 1
3.0 2.8 2.6 2.4 ppn — <[] Al of o) =
o™ Al M| ™ | ™M —_————— CHANNEL fl —_——————
o o — SFO1 300.2019513 MHz
M M M NUC1 1H
- — o Pl 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.2000000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
L / JJKMW\___

I T T T T T I T T T T T I | T
80 75 7.0 6.5 60 55 50 45 40 35 3.0 25 ppm
2313
ool

4R A By e

ANEXO 11. Espectro de RMN de 'H 7-desacetil-7-oxogedunina (9)



Analysis Info Acquisition Date  1/22/2016 9:47:59 AM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2016\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\ODS_ESI+_1LVF41B_1ulL_1-4_01_453.d

Method Tune-Low_Tiago_noFocus_50-900_.m Operator BDAL@DE
Sample Name  ODS_ESI+_1LVF41B_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm 22_1_2016

FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)); P:2920psi;C=1mg/mL (ACN);Inj=0.5uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(ACN+0,1%HCOOH)

0-6m-50%

6-8m-50-100%

8-10m - 100%

10-12m - 100-50%

12-14m - 50%

injetor: ACN

Calib.:HCOONa 10mM_end

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 5.0 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 145 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Dry Gas 10.0 I/min
Scan End 900 m/z Set Collision Cell RF  100.0 Vpp Set Divert Valve Waste
lnten(;s ODS_ESI+_1LVF41B_1uL_1-4_01_453.d: BPC +All MS)|
x1
12
1.0
08 miz 5412447
2.0min
1
06
04
0.2
00 ot oA = pot” y ; —
0 2 4 6 8 10 12 Time [min)
Intens. ] +MS, 2.1min #124
x104
5] 5412445
41 559.2557
34
k |
" 348.3068 4812126 625.0000
0 . cald bl Aadnlas o TN shdiphd 4044 ha A . i
200 300 400 500 600 700 800 m/z
Meas. m/z # lonFormula Adduct m/z err [ppm] mSigma Score
541.2445 1 C30H3709 M+H 541.2432 -2.3 23 6467

ANEXO 12. UFLC/HRMS-ESI da 6a-acetoxigedunina (10).
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Current Data Parameters
NAME Tiago_4TBP21A
=~ o EXPNO 1
w w PROCNO 1
™~ o M N o F2 - Rcquisition Parameters
NN A ‘ ‘ Date_ 20140403
o W T NTe) Time 12.08
INSTRUM FOURIER300
\ / \ / PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg 30
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 16
DS 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
. . . . . . . . DE 10.00 usec
— — — . l l TE 294.2 K
I I ‘ 4.90 4.85 ppm D1 1.00000000 sec
5.30 5.25 rem TDO 1
(@] ======== CHANNEL fl ========
(@] . SFol1 300.1818537 MHz
. — NUCl 1H
— Pl 8.25 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SE 300.1800109 MHz
WDW EM
SSB 9]
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
U Ja

A A REA TR et

ANEXO 13. Espectro de RMN de 'H da 6a-acetoxigedunina (10).
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Analysis Info

Analysis Name

Method

Acquisition Date  5/27/2016 9:38:55 AM

D:\Data\Usuarios\2016\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\ODS_ESI+_1GS39E_1uL_1-5_01_636.d

Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_150-900_16min_modif.m  Operator BDAL@DE

Sample Name  ODS_ESI+_1GS39E_1uL
Comment ODS 50x2,0mm
FIx=0,25 mL/min[Split de 0,0375 mL(MS)/0,2125mL(desc)]; P:2200psi;C=1mg/mL (ACN);Inj=1uL;

A(H20_0.1%AF)/B(ACN_0.1%AF)
0-10m_70-100%

10-12m_100%

12-14m_100-%

14-15m_100-70%

15-16m_70%

injetor: ACN

Calib.:HCOONa 10mM_end

Instrument micrOTOF-Q

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 4.0 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 v Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Dry Gas 9.5 I/min
Scan End 900 m/z Set Collision Cell RF 100.0 Vpp Set Divert Valve Waste
lnt-n;‘ ODS_ESI+_1GS39E_1uL_1-5_01_636.d: BPC +All MS|
x1 -
A §
3 b miz 525.2497
1.4 min
21 1
1
l(rr‘:\.:l:] ODS_ESI+_1GS39E_1ul_1-5_01_636.d: UV Chromatogram, 190-400 nm|
x104
4
3
2
1
0
0 1 2 3 4 5 6 Time [min)
Intens. +MS, 1.3-1.5min #79-88|
x104
5252496
1.25
1.00
0.754
0.504
0.257 312.0524 4052071 4652274 824.2158
00 192.1385 615.2204
‘ 200 300 400 500 600 700 800 miz
Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma Score
5252496 1 M+H C30H3708 525.2483 -24 6.4 66.28

ANEXO 14. UFLC/HRMS-ESI da 6a-acetoxiazaradiona (33)
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ANEXO 15. Espectro de RMN de 'H da 6a-acetoxiazaradiona (33)

O 0 NN N S 0 BRUKER

Current Data Parameters

NAME Gustavo_IC_1GS39E
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160615
Time 9.43
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 16.3404
DW 81.920 usec
DE 10,00 usec
TE 961.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f]1 ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SE 300.2000000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00

/ N



ANEXO 16. Tabela dos sinais de RMN de 'H e '3C das substancias 6a-hidroxidesacetilgedunina, 10.1.1 e 10.1.2

10.1: R'= OH; R?= H.

10.1.1: R'= CO(CH,).CH,; R*=H.
10.1.1: R'= COCH;; R*=H.
10.1.1: R'= CO(CH,),CH,; R*= H.

6a-hidroxidesacetilge-

duning (10.4) 10.1.1 10.1.2 10.1.3
H/Ca
5'HP (J,Hz) &™Cc  B'H(J,Hz) &™Cc &'H°(J,Hz) & 13Ce 5 1He (J, Hz)
1 726d(10) 1585  7,06d(10)  156,8 7,1d (10) 156,8 7,06 d(10)
2 6,08d(10) 1262  591d(10) 1263  595d(10) 1264 5,91 d(10)
3 - 206,0 - 2045 - 204,2 -
4 - 46,1 - 40,7 - 45 -
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10

11

12

13

14

15

140

2,92 d(12)

4,39 dd(12;2)

3,78 sl

2,80 dd(12;6)
1,94 m
1,75 m
1,52 m

1,62 m

4,45s

48,8

68,6

75,1

44,0
37,4

40,9

15,3

26,7

38,6
71,0

58,6

2,73 d(12)

5,32 dd (12; 2)

3,45 d (2)

2,58 dd(12; 6)
1,96 m
1,86 m
1,56 m

1,75 m

3,87 s

46,6

71,9

72,0

43,4
36,7

44,9

15,0

26,1

38,3
69,7

58,0

2,93 d (13)

5,66 dd(13; 2)

3,56 d(2)

2,66 dd(12;6)
20m
1,85 m
1,62 m

1,74 m

3,82s

46,9

72,7

72,1

43,6
36,7

40,8

13,8

24,6

38,4
69,8

57,9

2,74 d(12)

5,33 dd(12,2)

3,47 sl

2,59 dd(12;6)
1,95 m
1,69 m
1,53 m

1,83 m

3,89s



16
17
18
19
20
21
22
23
28
29
30
61
62
63

64

141

5,89s
1,20 s

1,16 s

7,79 sl
6,59 sl
7,71 4(2)
1,72 s
1,77 s

1,51s

168,8
78,9
18,4
21,8
121,8
142,0
110,8
143,7
32,5
21,0

18,2

5,61s
1,25s

1,19 s

7,42 sl
6,34 m
7,41 sl
1,27 s
1,16 s

1,18 s

2,39 m
1,656 m

1,31 m

168,0
78,4
17,9
21,5

120,5

141,2

109,9

143,0
31,7
20,9
17,8

172,6
34,8
24,7

31,4

5,61s
1,28s

1,18 s

742 m
6,351 (1)
7,43 m
1,38 s
1,19 s

1,18 s

8,1 m (Ar-Ho)
7,6 m (Ar-Hp)

7,5 m (Ar-Hm)

165,4
78,5
17,9
21,6
120,5
143,0
109,8
141,0
31,9
20,7
17,8
168,1
129,8
133,9

128,5

5,61s
1,20 s

1,16 s

742 m
6,34 m
7,07 m
1,28 s
1,24 s

1,51s

2,33 m
1,68 m

1,0 4(7)



6° - - 1,31 m

6° - 1,31 m

6’ - - 0,90 m

28,8
22,5

14

2 Posigao dos hidrogénios e carbonos dos ésteres.
b RMN 'H 300 MHz, CDCl3
¢ RMN 13C 75 MHz, CDCl3
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Analysis Info

Acquisition Date  4/26/2016 4:33:52 PM

Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2016\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\ODS_ESI+_4TBP106A_2uL_1-11_01_595.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_150-900_15-16.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP106A_2uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)); P:2779psi;C=1mg/mL (ACN);Inj=2uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(ACN+0,1%HCOOH)

0-10m-50%
10-12m-50-100%
12-14m - 100%
14-15m - 100-50%

15-16m - 50%

injetor: ACN
Calib..HCOONa 10mM_end

Meas. m/z #
457.2224 1

lon Formula Adduct m/z err [ppm] mSigma
C26H3307 M+H 457.2221 -0.6 9.5

Intens.
[mAU]
x1047 1.5 min
44

2

ODS_ESI+_4TBP106A_2ul_1-11_01_595.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA

A\

0

Intens.
x1051 457.2224

0.51

ODS_ESI+_4TBP106A_2uL_1-11_01_595.0: EIC 457.222420.05 +All IS,

0.0
0

200 220

4 6 8 10 12 14 Time [min)

240 260 280 300 320 340 360  Wavelength [nm]

Intens.

x104

0 v

326.3756 547.8551 653.7640 706.0227 779.5506
Adadd o sad

adabddache Py -4 ok d
»

+MS, 1.8min #108
4572224

™ -

200

300

.t

400 500 600 700 800 miz

ANEXO 17. UFLC/HRMS-ESI da 6a-hidroxidesacetilgedunina.
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_1GS351
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180424
Time 16.24
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgoppr
TD 65536
SOLVENT Pyridine
NS 28
DS 4
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.3469
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.7 K
D1 2,00000000 sec
D12 0.00002000 sec
P41 2000000.00 usec
TDO 1
= = CHANNEL f1l ==
SFO1 300.2018931 MHz
NUC1 1H
Pl 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W
PLWS 0.00004670 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.2003235 MHz
WDW EM
SSB Q

ﬂdﬂ LB 0.30 Hz
™ —_— GB 0

PC 1.00

dag By Ea A A

ppm

ANEXO 18. Espectro de RMN de 'H da 6a-hidroxidesacetilgedunina



o @ [T} ~ o ™~ © ©

. . . . . .. . N HOWWOAONOLFIND WO T N ™
Ne] [e¢) o) (Lol O - o D T T T S S R S ST T S
o 0 o < ISR — L) WMWY O WM NN W0
™~ — — — — — NSO NS T MMM N NN A

RN i A ﬂ'“[ lww)k i Y o \ oA ”w ‘w,‘,xH. W
| | | | | | | | T | |
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

ANEXO 19. Espectro de RMN de '3C da 6a-hidroxidesacetilgedunina.
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Current Data Parameters

NAME Tiagel8_1GS351
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180424
Time 22.37
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 ramm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT Pyridine

NS 22528

DS 0

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.7 K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1

== CHANNEL fl ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13¢C
Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
== CHANNEL f2 ===
SFO2 300.2012008
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzl16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SE 75.4854154 MHz
WDW EM
SSB ]
LB 3.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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ANEXO 20. DEPT 135° da 6a-hidroxidesacetilgedunina.

Current Data Parameters

NAME Tiagol8_1GS35T
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180424
Time 20.34
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG deptl135
TD 65536
SOLVENT Pyridine
NS 3072
DS 0
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.5 K
CNST2 145.0000000
D1l 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL fl ==
75.4928978 MHz
13C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
CHANNEL f2 == =
300.2012008 MHz
1H
waltzlé
8.25 usec
16.50 usec
90.00 usec

20.00000000 W

PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 75.4854158 MHz
WDW EM
SSB o]

LB 1.00 Hz
GB o]

PC 1.40



147

[T} ™~ ~o o (SR e}

. . . . . . . . N o [\
© (=) MmN W0 NelNeel o .. .
[is} [T5) T T ™ ISEe — w N ©
— — — — — ~ o~ o

—58.6

—48.7

—37.4

T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70

ANEXO 21. DEPT 90° da 6a-hidroxidesacetilgedunina.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_1GS35T
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180424
Time 19.33
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT Pyridine
NS 1064
DS 4
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 199.526
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.9 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL fl == =
75.4928978 MHz
13¢C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
CHANNEL f2 == =
300.2012008 MHz
1H
waltzl6
8.25 usec
16.50 usec
90.00 usec
20.00000000 W
PLWl12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4854158 MHz
WDW EM
SSB o]
1B 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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ANEXO 22. Espectro de COSY 'H-"H da 6a-hidroxidesacetilgedunina.

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

Tiagol8_1GS351

100
1

F2 - Acquisition Parameters
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

—————= G]
GPNAM([1]
GPZ1
P16

CHANNEL f1 =

20180424
16.29
FOURIER300

5 mm DUL 13C-1
cosygpgt

2048

Pyridine

36

16
6103.516
2.980232
0.1677722
24.9249
81.920
10.00
292.8
0.00000300
1.00000000
0.00000400
0.00020000
0.00016380

300.2019513

20.00000000

‘RADIENT CHANNEL
SIN:

E.100
10.00
1000.00

Hz
Hz
sec

usec
usec
K
sec
sec
sec
sec
sec

MHz

usec
usec
W

%
usec

Fl - Acquisition parameters
TD 256

MHz
Hz
ppm

MHz

MHz

SFOL 300.202
FIDRES 47.695362

SW 20.336
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
ST 4096

SF 300.2003220
WDW QSINE
SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.40

Fl - Processing parameters
ST

MC2 QF

SF 300.2003245
WDW QSINE
SSB 0

LB 0 Hz

GB 0



Current Data Parameters
NRME Tiagol8_1GS35T
EXPNO 200
PROCNO 1

F2 - Bequisition Parametera
20

2 53
pace g2
I} M . Mo ppm Totem soutenios
s Foumannao0

— + FULEROG hageedgpph
™ 3048
. SOLVENT Pyridina
ne 60
ps
s 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
Y 0.1677722 ase
— @ . . . RG 011
J— 3 bW 81,920 usee
M * ‘ - 20 DE 10.00 usee
— ™= 294.9 K
cnsT2 145.000000
0.00000300 see
LA ] b1 1.00000000 see
E. e D4 0100172414 sec
—_— '. D11 0.03000000 see
p13 0100000400 sae
D16 0100020000 sae
— - D21 0.00344828 see
— 40 D31 0.00000764 see
I p32 0.00001528 sac
3 D33 0100000330 sac
— p34 000001860 sac
™ D36 0100100000 sac
Dp38 000001745 sac
D41 0100000166 sac
D4z 0100000332 sac
D43 0100002128 sac
D44 0100224428 sec
- 60 D4s 0.00051614 sec
o 0.00003450 see
14 19
B35 75.00 usee
. CHRMNEL £1
—3 300.2019513 MH=
- 11

CHRMNEL £2
sF02
wucz 3¢
CPDPRG[2 garp
P3 .30 usee
Pa 18.60 usee
PePD2 .00 uees
PLW2 50.00000000 W
100 PLW12 0.80352998 W
GRADIENT CHANNEL
GENRM[1] RECT.1
ceNRM[2] RECT.1
. ceNRM[3] RECT.1
P2l 30.00 %
cpz2 80.00 %
) 20.
P16 1000.00 usee
120 B - noguivition passmtess
* ™ 202
- sFo1 75.49214 mHz
FIDRES 141.847992 Hz
B 189.777 ppm
FaMODE TEPI
. B2 - Processing parameters
s1 2048
- 1 40 s 300.2003226 Mz
L WDW QSINE
* ssB 2
1B 0 Hz
B o
— Pe 1.40
Fl - Processing parameters
sT
- nez TEPT
1 60 sF 75.4854139 MHz
T T T T T T T T T T wow QsTIE
ssB 2

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm & o

ANEXO 23. Espectro de HSQC da 6a-hidroxidesacetilgedunina.
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ANEXO 24. Espectro de HMBC da 6a-hidroxidesacetilgedunina.
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Current Data Parameters
NRME

Tiagol8_1GS35T

EXPNO 200
PROCNO 1
F2 - Rcquisition Paramsters
Date_ 20180425
Time 7.37
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbegplpndgf
2048
SOLVENT Pyridine
ns 64
Ds 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
aQ 0.1677722 sec
RG 501.187
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
B 295.6
cnsT2 145.0000000
CNST13 7.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
Dz 0.00344828 sec
D6 0.07142857 sec
plé 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
mo 0.00003010 sec

GPNAM[1]
GPNAM[2]
GPNAM[2
GPzl
cpz2
Gpz3
P16

GRADIENT CHANNEL

CHRNNEL £1
300.2019513 MHz
15

20.00000000 W

CHRNNEL £2
75.4932760 MHz
13c

9.30 usec
50.00000000 W

SINE.100
SINE.100
SINE.100

1000.00 usec

Fl - Requisition parameters
256

™

SFOL 75.49328 MHz

FIDRES 129.775742 Hz
220.037 ppm

FnMODE QoF

F2 - Processing parameters

ST 4096

sF 300.2003217 MHz

WDW NE

SSB 0

1B 0 Hz

GB 0

pC 1.40

Fl - Processing parameters

ST
M2
SF

WDW
S8B
1B
GB

QF
75.4854194 MHz



Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  2/1/2018 3:22:07 PM
D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\0ODS_ESI+_4TBP186A_1uL_1-16_01_2103.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP186A_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN
FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)
0-12m_40-100%
12-14m_100%
14-16m_100-40%
16-18m_40%
injetor:ACN
Calib..HCOONa 10mM_end
Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
553.3159 1 M+H C33H4507 553.3160 0.2 40.3
569.3116 1 M+H C33H4508 569.3109 -1.2 8.5
Imsj‘ ODS_ESI+_4TBP186A_1uL_1-16_01_2103.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA)|
x104
2<
1<
7.0 min
Inteng ODS_ESI+_4TBP186A_1uL_1-16_01_2103.d: EIC 569.3122%0.05 +All MS|
x10°]
10 569.3116
0.51
0.0 . . . VAN A .
0 2 4 6 8 10 Time [min]
200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength [nm
Intens. +MS, 7.2min #430
x104]
5693116
1.54
1.04
0.51
5533159
. ”ligiz 6177881
~ 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 miz

ANEXO 25. UFLC/HRMS-ESI do 10.1.1.
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ANEXO 26. Espectro de RMN de 'H 10.1.1

(<

Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP186A
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180228
Time 11.32
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 64

DS 1

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 22,1405

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 294.5 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SE 300.2000015 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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ANEXO 27. Espectro de RMN de '3C do 10.1.1
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP186A
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180301
Time 3.28
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 20104

DS o]

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 296.3 K

D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20

L5 14

P32 90.00 usec
TDO 1

SFO1 75.4928982 MHz

NUC1l 13C
Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W

== CHANNEL f2 ==

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB Q

LB 3.00 Hz
GB o]

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP186RA
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acqguisition Parameters
Date_ 20180228
Time 11.40
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 2048
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DwW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.7 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
14 40
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL f1
75.4913881 MHz
13¢C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
CHANNEL f2 = ==
SFO2 300.2009601 MHz
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
| | | | | | | | | | | | | | | | | o e 1.00 12
GB 0
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm es 1 a0

ANEXO 28. DEPT 135°do 10.1.1.
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ANEXO 29. DEPET 90° do 10.1.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP186A
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180312
Time 9.33
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 3072
DS 4
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.1 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL f
75.4928986 MHz
13¢C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
CHANNEL f2 ========
300.2012008 MHz
NUC2 1
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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ANEXO 30. Espectro de COSY "H-'H do 10.1.1.

ppm

Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP186A
EXPNO 100
PROCNO 1
F2 - Bcquisition Parameters
Date_ 20180228
Time 13.36
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG cosygpgt
™D 2048
SOLVENT cDe13
NS 32
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 62.084
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 295.7 K
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00016380 sec
~ CHANNEL f1 -
300.2019513 MHz
1H

7.88 usec
7.88 usec
20.00000000 W

GRADIENT CHANNEL

GPNAMI[1] SINE.100
GPZ1 10.00 %
P16 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
TD 256
SFOL 300.202 MHz
FIDRES 47.695362 Hz
SW 20.336 ppm
FnMODE QoF

F2 - Processing parameters
ST 4096

SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
SSB [

LB 0 Hz

GB [

PC 1.40

Fl - Processing parameters
£

MC2 QF

SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
SSB 0

LB 0 Hz

GB 4
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ANEXO 31. Espectro de HSQC do 10.1.1

ppm

Currea. vava

NAME TiagolS 4TBP186A
EXPNO 200
PROCNO 1

F2 - Roguisition Parameters
Date_ 20180228
Time 15.
INSTRUM FOURTER300
FROBHD S mm DUL 13¢-1
PULPROG hegegpph
SOLVENT cpe13

NS 128

ps 16
R 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
aQ 0.1677722 see
RG 501.187

bW 81,920 usec
DE 10.00 usec
= 293.7 K
ensT2 145.0000000

Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
pa 0.00172414 sec
p11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D1§ 0.00020000 see
D31 0.00000788 see
D32 0.00001576 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 see
D37 0.00000071 see
p3g 0.00001520 see
paz 0.00000142 sec
D43 0.00002176 sec
D44 0.00120000 sec
Das 0.00051614 sec
™o 0.00003040 see
14 19

P35 75.00 uses

CHANNEL £2

SFO2 75.4932760 MHz

nuez 13¢

CPDPRG[2 xp

P3 9.30 usec

P4 18.60 usec

PCPD2 75.00 usec

PLWZ 50.00000000 W

FLW1Z 0.80352998 W
GREDIENT

GPNRM[1]

GPNRM[2]

GPNAM[3]

GPzl

aPz2

cP23 20.10 %

P16 1000.00 usee

F1 - Requisition parametars
™ 256

sFo1 75.49328 MmHz
FIDRES 128.495071 Hz
s 217.865 ppm
FalMODE PRI

F2 - Processing parameters
st 2096

F 300.2000000 MHz
wow QsINE

ssB 2z

15 0 Hz

B o

Pe 1.40

F1 - Processing parameters
s1

nez TEPI

E 75.4853500 MHz
wow QsTNE

ssB

1B 0 Hz

e o
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Current Data Paramsters
NAME Tiagol8_dTEP186R
EXPHNO 300

1 PROCNO 1
1 T [ PPM - cuicicion paraneters
Date_ 20180301
Time 12.34
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
a . R , PULPROG hmbegplpndgf
— A - k> 48
= QD = °Q Py 20 SOLVENT cpcls
——d & s 256
Ds 16
P e e D SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
— = - @ AQ 0.1677722 sec
—3 ° . R - RG 501.187
= - - X o= 40 =
= -« = . o L . DE 10.00 usec
TE 92.3 K
CNST2 145.0000000
CNST13 7.0000000
3 ° - DO 0.00000300 sec
— 60 D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dé 0.07142857 sec
1 ; pi6 0.00020000 sec
_ji - bd ol ° - . '% D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
# ‘© D33 0.00000930 sec
1 " - 80 D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
™o 0.00003010 sec

CHRNNEL £1 =
300.2019513 MHz
1H
7.64 usec
15.28 usec
20.00000000 W

—100

CHANNEL £2
75.4932760 MHz
13¢

= a © a —120

9.30 usec
50.00000000 W

GRADIENT CHANNEL =

GPNAM([1] SINE.100
GPNAM([2] SINE.100
GPNAM([3] SINE.100
ST o T TR
Plé 1000.00 usec
:| Fl - Requisition parameters
3 - e q P
° -160 o 7545550 s
FIDRES 154.523682 Hz
3 o sw 220.037 ppm
FnMODE QF
T3 < == F2 - Processing parameters
—180 2? 300.20010002:0 MHz
WDW
S8B o
1B 0 Hz
ig ° 1.40
| - B L T —
2
‘S’ls 75.48535050 MHz
T T T T T T T T T T T T T T T | 'gl;'g .
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm = o uz

ANEXO 32. Espectro HMBC do 10.1.1.
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Analysis Info Acquisition Date  5/19/2016 10:58:07 AM

Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2016\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\ODS_ESI+_4TBP115B_1uL-2_1-11_01_623.d
Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_150-900_15-16.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP115B_1uL-2 Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,25 mUmin[Split de 0,0375 mL(MS)/0,2125mL(desc)]; P:3269psi;C=1mg/mL (MeOH);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(MeOH_0.1%AF)

0-10m_60-100%

10-12m_100%

12-14m_100-%

14-15m_100-60%

15-16m_60%

injetor: MeOH

Calib..HCOONa 10mM_end

# lonFormula Meas. m/z Adduct m/z err [ppm] mSigma
1 C33H3708 561.2500 M+H 561.2483 -3.0 215

Intens.
[mAU)]
x1054
1.0

0.51

ODS_ESI+_4TBP115B_1uL-2_1-11_01_623.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA), Baseline subtracted(0.80

7.2 min
1

Intehd):
X105
151
1.0
051

ODS_ESI+_4TBP1158_1uL-2_1-11_01_623.d: EIC 561.250020.05 +All MS|

561.2500

0.0

AN

0 2 4 o 8 10 Time [min]

200 220 240 260 280 300 320 340 360  Wavelength [nm

Intens.
X105

1.04
0.81
0.61
0.4+

0.2+

+MS, 7.8min #465

5612500

439.2102

0.0

183.0003 305.4466 T I PO | " 7256166 ola
200 300 400 500 600 700 800 miz

ANEXO 33. UFLC/HRMS-ESI do 10.1.2.
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ANEXO 34. Espectro de RMN de 'H do 10.1.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiago_4TBP_115-B
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160519
Time 15.16
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 32

DS o]

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 28.184

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1025.7 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

== CHANNEL f1 == =
300.2019513 MHz
1H
7.64 usec
20.00000000 W

F2 - Processing parameters

SI 65536

SE 300.2000028 MHz
WDW EM

SSB o]

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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ANEXO 35. Espectro de RMN de '3C do 10.1.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiago_4TBP_115-B
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160519
Time 18.33
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 40960
Ds o}
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1025.7 K
D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL f1 == =
75.4932760 MHz
13¢
8.75 usec

50.00299835 W

CHANNEL f2 == =
300.2012008 MHz

NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB o]
LB 1.00 Hz
GB o]
PC 1.40



I [ L Jm ppm Current Data Parameters

NAME Tiago_4TBP_115-B
EXPNO 100
PROCNO 1
A 0 F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160524
Time 17.31
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
E PULPROG cosygpat
1 TD 2048
™ SOLVENT cpels
NS 40
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
-2 AQ 0.1677722 sec
_ RG 85.1037
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
L . TE 1025.7 K
'l Do 0.00000300 sec
= ‘ [ 3 D1 1.00000000 sec
® D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
N0 0.00016380 sec
— 0
CHANNEL f1 =
q . 300.2019513 MHz
-4 10
v 7.64 usec
7.64 usec
20.00000000 W
s U GRADIENT CHANNEL
v ,. _5 GPNAM([1] SINE.100
GPZ1 10.00 %
« Ple 1000.00 usec
. L
—_ [ Y . ‘ . ] Fl - Acquisition parameters
TD 256
SFOL 300.202 MHz
= . 6 FIDRES 47.695362 Hz
SW 20.336 ppm
- L FnMODE oF
[ ’
F2 - Processing parameters
- 7 SI 2048
- SF 300.2000000 MHz
= " L WDW QSINE
'] ™ SSB 0
. " ’ * LB 0 Hz
» GB 0
o PC 1.40
‘ ‘ . 8 F1 - Processing parameters
P . ST 512
MC2 oF
SF 300.2000000 MHz
I o o e e B B B o e o e B n oW oa e
SSB 0
85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm 1B 0 Bz
GB 0

ANEXO 36. Espectro de COSY 'H-'H do 10.1.2.
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ANEXO 37. Espectro de HSQC do 10.1.2
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20 15 1.0 05 ppm

Current Data Parametera

NaME Tiago_4TBP_115-B
EXENO 20
PROCNO 1
F2 - Requisition Paremeters
Date_ 20160525
Time 11.01
INSTRUM FOURIER300
FROBHD S mm DUL 13-1
PULPROG hegegpph
2048
SOLVENT cpe13
NS 78
ps 16
s 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG .187
D 81.920 usec
DE 10.00 uses
= 1025.7
onsT2 14560000000
Do 0.00000300 sec
b1 1.00000000 see
pa 0.00171233 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 see
p1§ 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
p32 0.00001528 see
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
p3§ 0.00100000 see
D37 0.00000083 sec
p3g 0.00001445 sec
paz 0.00000166 sec
pa3 0.00002128 sec
pad4 0.00120000 sec
pas 0.00050433 see
N0 0.00002890 sec
14 19
P3s 75.00 usee

sF02

CHRNNE:

cm

L £1
300.2019513

1
7.64 usec

15.28
20.00000000 ¥

L £2
75.4932760 MHz
13

50.00000000
0.80352998 W

20.10 %
1000.00 usee

Fl - Reguisition parameters
™ 256

sFo1 75.49328 MHz
FIDRES 135.164352 Hz
s 3 ppm
FnMODE TEPT

F2 - Proceasing paramstera
s1 96

sF 300.2000000 M=
wow QsTNE

ssB 2

1B 0 Bz

B o

Be 1.40

Fl - Processing paramstera
s1 4096

mez TEPT

SE 75.4853500 MHz
wDW QsINE

ssB 2

1B 0 Hz

B o
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ANEXO 38. Espectro de HMBC do 10.1.2.
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Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

Tiago d4TEP_l15-B
30

1

F2 - Requisition Parameters
Date_ 201605

INSTRUM
PROBHD
PULPROG

SOLVENT
Ng

Ds

SWH
FIDRES

CHANNEL £1

CHANNEL £2

= = GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1]

20.55
FOURIER300

5 mm DUL 13C-1
hmbcgplpndgf
048

cDCl3

128

16
6103.516 Hz
2.980232 Hz

0.1677722 sec
501.187
81.920 usec
10.00 usec
1025.7 K

147.0000000

8.0000000
0.00000300 sec
1.00000000 sec
0.00340136 sec
0.06250000 sec
0.00020000 sec
0.00000764 sec
0.00001528 sec
0.00000930 sec
0.00100000 sec
0.00002880 sec
0.00002880 sec

300.2019513 MHz

7.64 usec
15.28 usec
20.00000000 W

75.4932760 MHZ
13¢

9.30 usec
50.00000000 W

SINE.100
GPNAM[2] SINE.100
GPNAM([3] SINE.100
GPzl 50.00 8
GPz2 30.00 8
GP23 40.10 8
Plé 1000.00 usec
Fl - Requisition parameters
™D 237
75.49328 MHZ
FIDRES 146.507263 Hz
sw 229,969 ppm
FnMODE oF
F2 - Processing parameters
ST 4096
SF 300.2000000 MHz
WD
$8B [
LB 0 Hz
GB 0
pC 1.40
F1 - Processing parameters
ST 024
Mc2 orF
SF 75.4853500 MHz
woW I
$8B 0
LB 0 Hz
GB




Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date  5/20/2016 10:19:28 AM

D:\Data\Usuarios\2016\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\ODS_ESI+_4TBP116A_1uL-1_1-2_01_625.d

Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_150-900_15-16.m

ODS_ESI+_4TBP116A_1uL-1
ODS 50x2,0mm

Operator
Instrument

BDAL@DE
micrOTOF-Q

FIx=0,25 mUmin[Split de 0,0375 mL(MS)/0,2125mL(desc)]; P:3005psi;C=1mg/mL (MeOH);Inj=1uL;

A(H20_0.1%AF)/B(MeOH_0.1%AF)
0-10m_70-100%

10-12m_100%

12-14m_100-%

14-15m_100-70%

15-16m_70%

injetor: MeOH

Calib.:HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
527.2640 1 M+H C30H3908 527.2639 -0.0 10.7
l[’::n.A"l:] ODS_ESI+_4TBP116A_1ulL-1_1-2_01_625.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA), Baseline subtracted(0.80)
x104 4.2 min
44
2.
intend ODS_ESI+_4TBP116A_1uL-1_1-2_01_625.d: EIC 527.264120.05 +All MS|
x105] 527.2641
1.59
1.04
0.5
0.0 v T ~ - -
0 2 4 6 8 10 Time [min]
200 220 240 260 280 30 320 10 30 Wayelength nm
Intens. +MS, 4.8min #282
x1
1.51
5272640
1.01
0.51 509.2521
439.2122
356.8761 N . 654.1927 696.6886
0.0 v + + . e gl - e - ~ v
300 350 400 450 500 550 600 650 700 miz

ANEXO 39. UFLC/HRMS-ESI do 10.1.3.
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Current Data Parameters

NAME Tiago_4TBP 116_A
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20161118
Time 10.12
| INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS o]
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 12.962
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1033.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
! ! CHANNEL f1 = =
300.2019513 MHz
1H
7.64 usec
20.00000000 W
| F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.2000000 MHz
WDW EM
! SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
I35 A (- oro : %ﬁﬁﬁﬁﬁ«ﬁ%
B ) | B P PSR S S v R PSS B 1 PN R

ANEXO 40. Espectro de RMN de 'H do 10.1.3.

166



C><)
BRUKER

I [ A WO ppm

ANEXO 41. Espectro de COSY 'H-'"H do 10.1.3.
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-1 Current Data Parameters
NAME Tiago_4TBP 116_A
EXPNO 100
PROCNO 1
] F o F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20161118
Time 10.19
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
(] PULPROG cosygpgt
L F 1 ™ 2048
SOLVENT cpC13
NS 32
» DS 16
B u"% ] SwH 6103.516 Hz
P [ E FIDRES 2.980232 Hz
2 Y 0.1677722 sec
RG 31.623
° o DW 81.920 usec
“ °9Q DE 10.00 usec
TE 1033.1 K
L 3 Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
° D13 0.00000400 sec
] D16 0.00020000 sec
INO 0.00016380 sec
L4 " | CHANNEL f1 =
300.2019513 MHz
1H
7.64 usec

7.64 usec
20.00000000 W

GRADIENT CHANNEL

GPNAM[1] SINE.100
GPZ1 10.00 %
Ple 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD 256

SEO1 300.202 MHz
FIDRES 47.695362 Hz
SW 20.336 ppm
FnMODE oF

F2 - Processing parameters
ST 4096

SE 300.1999967 MHz
WoW QSINE

$SB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.40

Fl - Processing parameters
SI

MC2 QF

SE 300.1999993 MHz
WDW QSINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0




ANEXO 42. Tabela dos sinais de RMN de 'H e '3C das substancias 9.1, 9.2 ¢ 9.3

9.1: R'= O; R?= p—OH; A 1(2)-eno
9.2: R'= O; R?= ¢-OH; A 1(2)-eno
O 9.3:R'= OH; R?>=-OH

7-desacetoxo-7-oxoge-

dunina 9.1 9.2 9.3
Hics 5 11 (J, Hz)
5'HP (J,Hz) &™Cc S'HP(J,Hz) d™CC  S'HI(J,Hz) §'3Ce
1 7,12 (10) 7,04 d(10) 156,5 7,11 d(10) 157,8 1,60 m 38,6
2 5,94 d(10) 5,87 d(10) 126,2 5,86 d(10) 125,8 1,90 m 28,1
3 - - 204,0 - 204.,6 3,50 t(8) 77,8
4 - - 44,1 - 442 - 39,6

168



10

11

12

13

14

15

169

2,18 dd(15; 3)
2,42 dd(15; 3)

2,94 t(15)

2,18 m

201 m

1,85 m

1,62 m

1,74 m

3,88s

1,78 m
1,76 m
1,52 m

3,81 dd (11;5)

1,99 m

1,94 m

1,76 m

1,75 m

1,52 m

4,55s

50,9

26,2

771

44,1
43,5

40,0

16,0

26,1

39,3
73,7

56,9

245 m
1,90 m

1,66 m

3,58 dd(3;2)

251 m

194 m
1,80 m
1,60 m

1,70 m

3,91s

44.6

26,4

69,7

43,6
37,9

40,2

15,0

27,3

38,3
70,0

57,8

1,77 m
2,06 m
1,78 m

3,94 dd(11:4)

1,10 dd(12,1)
1,60 m
1,11 m
1,36 m

1,70 m

5,26 s

49,2

29,6

77,9

44,4
53,6

38,0

16,2

26,7

39,3
74,3

56,8



16

17

18

19

20

21

22

23

28

29

30

548 s
1,17 s

1,15 s

7,43 m
6,38 sl
7,41 m
1,24 s
1,37 s

1,16 s

5,65s
1,20 s

1,22 s

7,43 m
6,34 m
7,43 m
1,17 s
1,10 s

1,19 s

168,2
77,9
19,03
19,6
120,4
141,2
109,9
141,2
27,5
21,4

13,6

5,61s
1,24 s

1,11s

7,40 m
6,36 m
7,41 m
1,15 s
1,21s

1,09 s

168,6
78,5
17,8
21,5

120,6
143,0
109,9
141,2
27,3
19,9

18,7

6,58 s
1,32 s

0,97 s

7,70 t(1)
6,58 d(1)
7,77 m
1,27 s
1,05s

1,37 s

169,4
78,6
18,9
16,5

121,8
143,0
110,9
142,0
28,6
16,4

14,1

a. Posi¢ao dos hidrogénios e carbonos dos ésteres.

® RMN "H 300 MHz, CDCls.
¢ RMN "3C 100 MHz, CDCls
4 RMN "H 300 MHz, CsDsN

¢ RMN "3C 75 MHz, CsDsN
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Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  2/1/2018 11:44:52 AM
D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\ODS_ESI+_4TBP195E_1uL_1-5_01_2092.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP195E_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN
FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)); P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)
0-12m_40-100%
12-14m_100%
14-16m_100-40%
16-18m_40%
injetor:ACN
Calib..HCOONa 10mM_end
Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
441.2275 1 M+H C26H3306 441.2272 -0.7 14
lmﬂa. ODS_ESI+_4TBP195E_1ul_1-5_01_2092.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (0.96,1,GA)
[ X1|‘B]. 4.1 min
0.51
0.0
ln:;nt;s. 441.2275 ODS_ESI+_4TBP195E_1uL_1-5_01_2092.d: EIC 441.227520.05 +All MS|
34
24
14
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min)
200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength [nm
Intens. +MS, 4.3min #260|
x109
2.51 4412275
2.0
1.51
1.01
0.51
423.2156
397.2311 |
0.0 v v T — - - v v
250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

ANEXO 43. UFLC/HRMS do 9.1.
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2.02
2.02
2.00
1.98
1.96
1.95
1.95
1.94
1.93
1.91
1.83
1.82
1.81
1.80
1.78
1.78
1.76
1.74
1.72
1.64
1.56
1.53
1.52
1.51

B =Y

~

=

— O O~ O
NN A A
L B e B B |

/
X

1.6 pem

<)
BRUKER
(>

Current Data Parameters

T T T T
8 7 6 5 4

AW @ ER @

ANEXO 44. Espectro de RMN de 'H do 9.1.
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r=Mr=—lnmonon

NAME Tiagol8_4TBP-195D
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180302
Time 9.34
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zZg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 64
Ds 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 21.8648
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 295.3 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
CHANNEL f1 == =
300.2019513 MHz
1H
7.88 usec
20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.2000000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
T
ppm
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ANEXO 45. Espectro de RMN de 3C do 9.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-195D
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180307
Time 12.36
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 13767
DS o]
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.8 K
D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL f1
75.4928982 MHz
13c
8.75 usec

50.00299835 W

= CHANNEL f2 = =
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW1Z2 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB o]
LB 3.00 Hz
GB Q
PC 1.40
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ANEXO 46. Espectro de DEPT 135° do 9.1.
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Curr_.. = __ "7
NAME Tiagol8_4TBP-195D
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acqguisition Parameters
Date_ 20180302
Time 9.41
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 3072
DS 0
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 295.4 K
CNST2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL f1 =
75.4928230 MHz
13¢C
8.75 usec
17.50 usec

50.00299835 W

=== CHANNEL f2 ==
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB o]
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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ANEXO 47. Espectro de DEPT 90° do 9.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-195D
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180307
Time 9.35
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 581
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.4 K
CNST2 145.0000000
Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
= CHANNEL f1
75.4928986 MHz
13¢C
8.75 usec

17.50 usec
50.00299835 W

== CHANNEL f2 =:
300.2012008 MHz

8.25 usec

16.50 usec

90.00 usec
20.00000000 W
0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40



Current Data Parameters

I LH l M ppm NAME Tiagol8_4TBP-195D

EXPNO 100
PROCNO 1
P * F2 - Acquisition Parameters
’ -0 Date_ 20180302
! ' Time 12.05
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG cosygpqt
™D 2048
] =1 SOLVENT cDC13
NS 36
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
- A0 0.1677722 sec
RG 52.4475
=2 DW 81.920 usec
. DE 10.00 usec
] ' TE 293.5 K
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
. -3 D16 0.00020000 sec
INO 0.00016380 sec
o0 vl
] 0 - CHANNEL f1 =
o SFOL 300.2019513 MHz
= . @ NUCL 1H
[] -y PO 7.64 usec
31 7.64 usec
. PLWL 20.00000000 W
0 GRADIENT CHANNEL
GPNAM([1] SINE.100
o GPZ1 10.00 %
-5 P16 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
D 256
— [ SFOL 300.202 MHz
i FIDRES 47.695362 Hz
-6 SW 20.336 ppm
FnMODE oF
F2 - Processing parameters
ST 4096
SF 300.2000000 MHz
- WDW QSINE
= 7 SSB 0
LB 0 Hz
— GB 0
pC 1.40
8 F1 - Processing parameters
- ST 2048
¢ ¢ o Mc2 oF
SF 300.2000000 MHz
T T T T T T T T T WDW QSINE
SSB 0
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm s o e
GB 0

ANEXO 48. Espectro de COSY 'H-'H do 9.1.
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NJUL BRUKER
M ,ﬂ J.l i N ppm Cozrent Date Farameters

TiagolS_4TEF-195D
200

BxENO
PROCNO

. F2 - Requisition Parameters
- Date_ 20180208
Tine 9.08
- NSTRUM FOURIER300
N e PROBHD S sn DUL 13c-1
PULPROG hegegpph
2048

s 1o
s 1
s 6103.516 5z
3 FIDRES 2.980232
0.1677722 2ee
Re 501.18
oW 81,920 usac
. o2 16.00 usae
J | ™= 293.5 ¥
40 oo 145000000,
- . 2o 0.00000300 sac
1 1100000000 ase
> 0100172414 2ae
11 0103000000 aae
N ey 13 0100000400 sae
16 0100020000 2ae
31 0100000764 sae
4 . 3z 0100001528 aac
33 0100000930 aae
— 60 D34 0.00001860 sec
36 0100100000 aae
. 37 0100000083 aae
D3s 0100001745 aac
paz 000166 aac
a3 0100002128 sae
as 0100120000 aae
1 pas 0.00051614 sac
™o 0100003490 aac
—_—— ° e L ] 14 19
- ras 75.00 usee
80
CcHRNE

L £1
300.2019513 Mz
18

7.64 usee

15.28 u,
20.00000000 W

ppm

o
3 ] 4100
£ | garp
: 107 b e
] 7200 vast
B ¢ == 50.00000000
418005550 ¥
3 Bl @ REDIENT CHANNEL
RN "
4 20+ oo 120 e
1 Sheito
3 80.00 %
g » : ] %60
[ — ] o= 1000160 weas
::f 30 TL - Aequisition pasanacess
5 9 SFO1 75.49214 MHz
4 8 ¥ 1 140 == Rt
1.3 1.2 1.1 ppm S 3002000588 e
e e
. » 18 0 Hz
160 = 140
s 155
T T T T T T T T = 75.4853500 iz
7 6 5 4 3 2 1 0 = i
ppm = .

ANEXO 49. Espectro de HSQC do 9.1.
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M m Current Data Parameters
i I pp NAME Tiagol8 4TBP-195D
T EXPHO 300
PROCNO 1
)
o F2 - Roquisition Parameters
Date_ 20180306
@ Time 17.05
—3 g x ° INSTRUM FOURIER300
— © © PROBHD 5 mm DUL 13C-1
] o P | PULPROG  hmbcgplpndgf
—A & ° & . 20 ™ 2048
g SOLVENT cpcl3
. 186
— a DS 16
—3 swH 6103.516 Hz
° FIDRES 2.980232 Hz
RQ 0.1677722 sec
o RG 501.187
. Dw 81.920 usec
== L = * o @ — 40 DE 10.00 usec
TE 291.9 K
— - < ° & & cnsT2 145.0000000
CHSTL3 2.0000000
D 0.00000300 sec
— Y ecen & b1 1.00000000 sec
v D2 0.00344828 sec
pé 0.06250000 sec
— ° ° ° D16 0.00020000 sec
) — 60 D31 0.00000788 sec
° D32 0.00001576 sec
D33 0.00000930 sec
° D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
H mo 0.00003010 sec
— e v e
e - ! mmmococ CHANNEL £1 ========
—_— . - sro1 300.2019513 MAz
- nucl 1H
° 80 Pl 7.88 usec
o P2 15.76 usec
PLWL 20.00000000 W
o
° CHANNEL £2 = =
75.4932760 MHz
o 13¢c
o 9.30 usec
50.00000000 W
° —100
GRADIENT CHANNEL
@ GPNAM[1] SINE.100
° GPNRM([2] SINE.100
—3| & LY GPNAM([3] SINE.100
° Gpzl 50.00 %
° GPIZ 30,00 %
GPZ3 40.10
° P16 1000.00 usec
—| = ° < o —120
Fl - Roquisition paramsters
. R ° ™ 256
— sFol 75.49328 MHZ
e FIDRES 129.775742 Hz
= sw 220.037 ppm
FnMODE oF
°
° 140 F2 - Processing paramsters
- sT
—i| o El - S
Py S & o s 300.2000000 MHz
@ $SB 0
o 1B 0 Hz
GB o
o PC 1.40
— -} FL - Processing pavameters
o - sT 1024
160 Mez oF
° sF 75.4853500 MHz
° wow SINE
s5B 0
T T T T T T T T b S e
0

7 6 5 4 3 2 1 (] ppm o
ANEXO 50. Espectro de HMBC do 9.1
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Analysis Info Acquisition Date  2/1/2018 11:44:52 AM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\0DS_ESI+_4TBP195E_1uL_1-5_01_2092.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP195E_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN

FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)

0-12m_40-100%

12-14m_100%

14-16m_100-40%

16-18m_40%

injetor:ACN

Calib..HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
4412275 1 M+H C26H3306 441.2272 -0.7 14

l[r:m:i. ODS_ESI+_4TBP195E_1uL_1-5_01_2092.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (0.96,1,GA)

x1m 4.1 min

0.51

0.01

Intens. ]

w2278 ODS_ESI+_4TBP195E_1uL_1-5_01_2092.d; EIC 441.227520.05 +All MS)|
x1 .

0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]

200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wayelength [nm
Intens. +MS, 4.3min #260|
x1
251 4412275

2.0
1.51
1.04

0.51

423.2156
397.2371 L
',

250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

0.0

ANEXO 51. UFLC/HRMS-ESI do 9.2.
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1.09

£
2
/
\
/
X

Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-195E
EXPNO 11
PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180313
Time 17.19
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 64

DS 1

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

== CHANNEL f1 = =
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.2000000 MHz
WDW EM
SSB o]
LB 0 Hz
1 5
a4 PC 1.00

I T I T I T I T I
6 5 ppm

dE A GE Gdln eI

ANEXO 52. Espectro de RMN de 'H do 9.2.
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ANEXO 53. Espectro de RMN de '3C do 9.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_ 4TBP-195E
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180314
Time 11.2¢6
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 22528
Ds o]
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
2Q 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.9 K
D1l 0.50000000 sec
D1l 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL fl1 ==
75.4928982 MHz
13¢
8.75 usec

50.00299835 W

CHANNEL f2 ==
300.2012008 MHz
1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB Q
LB 3.00 Hz
GB o)
PC 1.40
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’ \ / ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘ \ \\ \ //// Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-195E
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20180313
Time 11.27
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG deptl135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 2048
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 295.3 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1

CHANNEL fl ===

75.4913881

13¢

8.75 usec

17.50 usec
50.00299835 W

CHANNEL f2 ===
300.2009601

8.25 usec

16.50 usec

90.00 usec
20.00000000 W
0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40

| T T T T | T T T T T | T T T T | T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

ANEXO 54. Espectro de DEPT 135° do 9.2.
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ANEXO 55. Espectro de DEPT 90° do 9.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-195E
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180313
Time 17.27
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
N 2048
D3 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529% Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.8 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1

= CHANNEL f1
SFOl1 75.4928986 MHz
NUC1 13¢
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W

= CHANNEL f2 =
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
S5B o]
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40



N 1 I |- - ppm

-0
@ F Current Data Parameters
[ NAME Tiagol8_4TBP-195E
F EXPNO 100
X PROCNO 1
F F2 - Acquisition Parameters
b Date_ 20180313
1 Time 13.23
[ INSTRUM FOURIER300
F PROBHD 5 mm DUL 13C-1
E PULPROG cosygpqt
[ TD 2048
@ E SOLVENT cpe1s
F NS 32
'_2 DS 16
[ SWH 6103.516 Hz
L FIDRES 2.980232 Hz
E 20 0.1677722 sec
@ @@ [ RG 77.4842
[ DW 81.920 usec
F DE 10.00 usec
r TE 296.0 K
'_3 Do 0.00000300 sec
F D1 1.00000000 sec
F D13 0.00000400 sec
F D16 0.00020000 sec
L INO 0.00016380 sec
@@ © 0 b CHANNEL f1 ==
[ 300.2019513 MHz
4 1H
s 7.88 usec
E 7.88 usec
[ 20.00000000 W
F GRADIENT CHANNEL
r GPNAM[1] SINE.100
L GPZ1 10.00 %
Q F5 pls 1000.00 usec
[ Fl - Acquisition parameters
[ ™
. F SFO1 300.202 MHz
— @ E FIDRES 47.695362 Hz
[ SW 20.336 ppm
= @ @ F FnMODE F
-6 F2 - Processing parameters
L ST 2048
= [} @ L SF 300.2000000 MHz
@ F WDW QSINE
. [
r SSB 0
[ LB 0 Hz
F GB 0
=7 pC 1.40
= @ b
- L Fl - Processing parameters
—J [ F sI
E MC2 oF
o [ SE 300.2000000 MHz
[ WDW QSINE
F SSB 0

T T T T T T T 0 Hz

T T T T T T T T T b
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 ppm °* 0

ANEXO 56. Espectro de COSY 'H-'H do 9.2.
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ANEXO 57. Espectro de HSQC do 9.2.
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Current Data Parametars
N Tiagol8_4TEP-195E
200

EXENO
PROCNO 1
F2 - Requisition Paramstera
Date_ 20180313
Time .
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
FULPROG hagegpph
™ 2048
SoLVENT cpc13
NS 128
ps 16
B 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
0.1677722 sae
RG 501.18°
bW 81,520 usae
DE 0.00 usae
= 294.6
cnet2 145.0000000
0.00000300 aae
b1 1.00000000 sae
pa 0.00172414 sse
p11 0.03000000 sae
D13 0.00000400 sae
D16 0100020000 see
D31 0.00000764 see
D32 0.00001528 see
D33 0.00000930 see
p34 0.00001860 sae
D36 0.00100000 sae
D37 0.00000083 sec
D38 0.00001655 see
paz 0.00000166 sec
pa3 0.00002128 sec
pad 0.00120000 sac
pas 0.00051614 sac
o 0.00003310 sac
L4 19
B35 75.00 usse

CHAMNEL £1

300.2019513 M=
18

7.64 usee

15.28 uaec
20.00000000 W

=mssmeas CHANNEL £2 m=smm=e=
spoz 75.4928230 Mmiz
ez 13¢
CPDPRG(2 garp

F3 §.30 usee
P4 18.60 usec
FcED2 75.00 usec
FLvz 50.00000000 W
FLW12 0.80352998 W

P16 1000.00 usae

Fl - Requisition paramstera
™ 256

sFo1 75.49282 MHz
FIDRES 118.013596 Hz
sw 200.095 ppm
FnMODE TEPT

F2 - Frocessing paransters
st

B3 300.2000000 MHz
wow QsTNE

ssB 2

B 0 Hz

= o

Be 1.40

Fl - Processing paremstars
1024

TEPI
sF 75.4853500 Mz
Qs



ANEXO 58. Espectro de HMBC do 9.2.
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Current Data Paramete
N

Tiagol8_4TEP-19SE
200

EXENO
PROCNO 1

F2 - Requisition Parametars
Date_ 20180313
Time 19
INSTRUM FOURIER300
PROEHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hagegpph

™D 2048
SOLVENT epe13

N 128

ps 16

s 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
50 0.1677722 see
RG 501.187

bW 81.920 uase
DE 16.00 usee
= 294.6 K
enst2 145.0000000

Do 0.00000300 aae
b1 100000000

pa 0.00172414 2ae
p11 0.03000000 2ae
p13 0.00000400 2ae
p16 0100020000 2ac
Dp31 0.00000764

b2 0.00001528 sac
b3 0100000930 2ac
p2a 0.00001860 2ac
b6 0.00100000 sae
p37 0.00000083 2ac
b8 000001655 =ac
paz 0.00000166 =ac
D43 000002128 =ac
p4aa 0.00120000 =ac
p4s 0.00051614 =ac
o 0.00003310 =ac
L4 19

P35 75.00 usee

502

w2
CEDPRG[2
P3

Pa
PeED2
FLw2

PL12

15.28
20.00000000 W

HANNEL £2
75.4928230 Mz
13¢
garp
9.30 usec

18.60 usec
75.00 usac

50.00000000 W

0.80352998 W

3
30.00 %
3

20.10
1000.00 usee

F1 - Requisition parameters
™ 256

sFo1
FIDRES

sw
FalODE

75.49282 MHz

118.013596 Hz

200.095 ppm
TPPT

F2 - Processing parameters
24

300.2000000 MHz
QsnE

0 Hz
°
1.40



Analysis Info Acquisition Date  2/1/2018 10:45:41 AM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\0DS_ESI+_4TBP195A_1ulL_1-2_01_2089.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP195A_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN

FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)

0-12m_40-100%

12-14m_100%

14-16m_100-40%

16-18m_40%

injetor:ACN

Calib..HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
4452613 1 M+H C26H3706 445.2585 -6.5 3.6

|[n':10:6i ODS_ESI+_4TBP195A_1ul_1-2_01_2089.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA

x104 2.6 min
1.0

0.51
004/

Intens.
X106] 445.2613

0.81
0.6
0.41
0.24
0.0

ODS_ESI+_4TBP195A_1uL_1-2_01_2089.d: EIC 445.261320.05 +All MS

0 2 4 5 8 10 Time [min]
200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wayelength [nm

Intens. +MS, 2.8min #170)|
x105

4452613

399.2538 ‘"E‘”
300 350 400 450 500 550 600 miz

ANEXO 59. UFLC/HRMS-ESI do 9.3.
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ANEXO 60. Espectro de RMN de 'H do 9.3.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-195A
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180418
Time 16.50
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgcppr

TD 65536
SOLVENT Pyridine

NS 2

DS 4

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 22.9254

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.8 K
D1 2,00000000 sec
D12 0.00002000 sec
P4l 2000000.00 usec
TDO 1

= CHANNEL fl ==

SFO1 300.2019951 MHz
NUC1 1H

Pl 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W
PLWY 0.00004670 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.2004343 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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ANEXO 61. Espectro de RMN de "3C do 9.3.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-195A
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20180418
Time 20.55
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT Pyridine

NS 24576

DS 0

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 295.8 K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13¢C

Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4854442 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 3.00 Hz
GB 0

PC 1.40



N v o > &)}

. P . . 0w N W OLW AN N A
5w @ = @ o~ e~ G @ o @ OO DO 06O O

— == — o~ o~ N <t MO NNNN A A A A
ERVE 7 LEE AN N
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

ANEXO 62. Espectro de DEPT 135° do 9.3.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-195A
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180418
Time 18.52
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG deptl135
TD 65536
SOLVENT Pyridine
NS 3072
DS 0
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE .8 K
CNST2 145.0000000
D1l 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
== CHANNEL fl ==
75.4928978 MHz
13¢C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
== CHANNEL f2 == =
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4854436 MHz
WDW EM
SS5B 0
LB 1.00 Hz
GB o]
PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-195A
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180418
Time 16.55
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT Pyridine
NS 2048
DS 4
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 199.526
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.8 K
CNST2 145.0000000
Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
== CHANNEL f1l
SFOL 75.4928978 MHz
NUCL 13c¢
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
CHANNEL f2 =
300.2012008 MHz
1H
waltzlé
8.25 usec
16.50 usec
90.00 usec
20.00000000 W
4 PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4854434 MHz
wDw EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T T T T | T T T T cB 0
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm = 1.40

ANEXO 63. Espectro de DEPT 90° do 9.3.
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Current Data Parameters

= | NAME Tiagol8_4TBP-195A
EXPNO 100
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180419
F 0 Time 7.50
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG cosygpqgf
TD 2048
[ 1 SOLVENT Pyridine
NS 3
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
% n A0 0.1677722 sec
F 2 RG 25.7071
) DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 294.7 K
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
E 3 D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
u e INo 0.00016380 sec
CHANNEL f1 =
ﬂ @ - 4 300.2019513 MHz

7.64 usec
7.64 usec
20.00000000 W

= = GRADIENT CHARNNEL =
GPNARM[1] SINE.100

GPZ1 10.00 %
Pl6 1000.00 usec
—_— o [ 6 Fl - Acquisition parameters
D
SFO1 300.202 MHz
§ q FIDRES 97.680099 Hz
SW 20.336 ppm
FnMODE QF
7 F2 - Processing parameters
ST
SE 300.2004290 MHz
WDW QSINE
SSB 0
- 8 LB 0 Hz
GB 0
PC 1.40
{
Fl - Processing parameters
— 9 ST 2048
MC2 QF
SE 300.2004379 MHz
WDW QSINE
T T T T T T T T T T papind O
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm = o=
GB 0

ANEXO 64. Espectro de COSY 'H-'H do 9.3.
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Current Data Paramstere
NRME Tiagoel8 4TBP-195A
200

BXENO
-3 L] — o PROCNO
F2 - Roquisition Parameters
Date_ 20180415
INSTRUM FOURIER300
FROBHD  § mm DUL 13c-1
E . FULPROG hageedgpph
—% ™ 2048
—— =3 o 86 SOLVENT Pyridine
ns a5
3 ¥ — 20 s 16
v 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Ha
3 @ 20 0.1677722 sec
¢ Re
oW
oE
=
i ausz2
= L] a L o1
E 40 b4
11
—— p13
3 ors
21
° 31
32
L D33
34
—3 e 36 :
— 60 D38 .
a1 0.00000166 sac
a2 0100000332 sac
a3 0100002128 sec
ONOEWLIFT NN W0 pa1 000224428 ses
3 N O~ WOWWOLWLMmHMHANAOD D45 0.00051614 sec
e e e e Ly, mo 0100003490 sec
12 19
—4 H oA A A A A A A A A A A A A O P35 75.00 usee
— J °e @ eSS A
= -
80

HMMNEL £1 = -
300.2019513 MHz
1

sFO2

ppm —100 ea 13160 veas

| o e S
3 14,1~ ] 0.80352998
A Pl a S . o o GREDIENT CHAMNEL
— 16.4 — 20 .
3 16.5 = 1 ia =T T @ o F30:00 %
) vy -120 I (5 H
@ . s = 40 oo Fle 1000100 usse
3 9 . 3 — Fl - Bequisition paraneters
s — 1 = o1 7545214 iz
3 4 9 . 2 — o FIDRES 1621.2(9)23%% Hz
3 ° / — = 377 pon
=T — FnMoDE TPFL
53.6 60 T L R T T T - F2 - Processing pavametars
\ 1 \ 140 2 ¥ e
2.0 1.5 ppm o O e
seB . 2
- 9 18 =
e ¢ 1.40
Fl - Frocassing parametars
I B B L B B B L L L L B L B R st 1024
5 75.4854437 Mz
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 m o e
ppm = U
18 Hz
e 0

ANEXO 65. Espectro de HSQC do 9.3.
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ANEXO 66. Espectro de HMBC do 9.3.
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Current Data Parameters

WRME Tiagol8_d4TEP-195A
EXPNO 300
PROCNO 1

F2 - Requisition Parameters
Date_ 20180419
Time .
INSTRUM FOURIER300
PROBED 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbcgplpndgf

™ 2048
SOLVENT Pyridine

ws 72

Dg 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
aQ 0.1677722 sec
RG 501.187

Dw 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 296.1 K
cHsT2 145.0000000
CNSTL3 7.0000000

Do 0.00000300 sec
DL 1.00000000 sec
b2 0.00344828 sec
Dé 0.07142857 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
o 0.00003010 sec

CHRNNEL £1
300.2019513 MHz
11

7.64 usec
15.28 usec
20.00000000 W

CHRNNEL £2
75.4932760 MHz
13c

9.30 usec
50.00000000 W

GRRDIENT CHRNNEL

GPNAM[1] SINE.100
GPNRM[2] SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
GPzl 50.00 %
Gpz2 30.00 %
GPL3 40.10

Pl6 1000.00 usec

Fl - Requisition parameters
™ 213

sFOL 75.49328 MHz
FIDRES 155.974609 Hz
sW 220.037 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
ST 4

SF 300.2004295 MHZ
WDW SINE

$SB 0

1B 0 Hz

B o

pc 1.40

Fl - Processing paramsters
ST 10

M2 3

sF 75.4854526 MHz
WDW ST

$SB o

1B 0 Hz

6B 0



ANEXO 67. Tabela dos sinais de RMN de 'H e '3C das substancias 9.1.1,9.1.2, 9.1.3

CHaz

9.1.1: R'= Ac.

9.1.2: R'= CO(CH,),CH..
O 9.1.3:R'= CO(CH,),CH..

7-epi-desacetilgedun-

ina(9.4) 9.1.1 9.1.2 9.1.3
H/Ca
5THP (J,Hz)  &™1C° &'™HP(J,Hz) &™C° &'HP(J, Hz) BM1C° B'Hb(J, Hz) &'3Ce
1 7,04 d(10) 156,5  7,11d(10)  157,0 7,07 d(10) 156,5  7,06d(10)  156,5
2 5,87 d(10) 126,2  587d(10) 126,0  5,88d(10) 1264  588d(10)  126,4
3 - 204,0 - 204,0 - 200,4 - 204,0
4 - 44,1 - 44,0 - 44,6 - 44.6
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10

11

12

13

14

15

196

1,78 m
1,76 m
1,52 m

3,81 dd (11;5)

1,99 m

1,94 m

1,76 m

1,52 m

1,75 m

4,55s

50,9

26,2

771

44,1
43,5

40,0

16,0

26,1

39,3
73,7

56,9

2,18 dd(13; 3)
1,93 t(3)
1,80 m

4,96 dd( 10;4)

2,49, dd(12;6)

1,98 m

1,85 ddd(12;
6; 3)

1,54 dd (12; 3)

1,74 dd(12; 3)

3,53s

46,0

23,2

73,2

42,6
39,5

40,0

15,0

25,9

38,7
69,8

56,9

1,87 m
1,96 m
1,66 m

5,0 dd(10,4)

2,0m

1,97 m

1,84 m

1,51 m

1,80 m

3,65s

51,0

25,5

77,7

43,9
45,0

39,7

16,6

28,9

39,0
70,8

54,4

2 dd(10;4)
1,94 dd(10;3)
1,65 m

5,01 dd(10:4)

1,88 dd(13;2)
1,94 m
1,86t (13)
1,50 m

1,80 m

3,69s

45,0

25,5

77,5

43,9
51,0

40,0

16,6

28,9

39,0
70,8

54.4



16
17
18
19
20
21
22
23
28
29
30
71
72
73

74

197

5,65s
1,20 s

1,22 s

743 m
6,34 m
7,43 m
1,17 s
1,10 s

1,19 s

168,2
77,9
19,03
19,6
120,4
141,2
109,9
141,2
27,5
21,4

13,6

5,63s
1,26 s

1,22 s

741 m
6,351t (1)
7,43 m
1,09 s
1,06 s

1,16s

212s

167,5
78,2
17,7
19,8

120,4
141,2
109,9
143,1
27,2
21,2
18,3
169,9

21,1

5,56 s
1,26 s

1,20 s

7,40 m
6,35 t(1,5)
7,39 m
1,17 s
1,09 s

1,17 s

2,36 m
1,71 m

1,0 4(7)

167,2
78,1
19,9
19,9
120,3
141,1
109,8
143,1
27,5
21,1
14,2
172,9
36,6
18,2

13,7

5,56 s
1,25 s

1,20 s

741 m
6,34t (1)
7,43 m
1,16 s
1,09 s

1,16

2,38 t(7)
1,65 m

1,5 sext.(7)

167,2
78,0
19,7
19,7

120,3

143,1
109,8
141,2
27,5
21,1
14,2
173,1
34,4
26,7

22,3



75 - - - - - 1,0 t(7) 13,7
a Posigao dos hidrogénios e carbonos dos ésteres.

b RMN de 1H 300 MHz, CDCI3.

¢ RMN de 1H 75 MHz, CDCI3.
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Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  7/25/2017 8:21:10 AM
D:\Data\Usuarios\2017\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\25-07-2017\ODS_ESI+_4TBP169C_0.8uL_1-2_01_1545.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name  ODS_ESI+_4TBP169C_0.8uL Instrument micrOTOF-Q
Comment OODS 50x2,0mm 24/04/2017 VBranco ACN
FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2757psi;F=30;C=1mg/mL(ACN);Inj=0.8uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)
0-13m_40-100%
13-14m_100%
14-16m_100-40%
16-18m_40%
injetor:ACN
Calib..HCOONa 10mM_end
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule
483.2406 1 C28H3507 483.2377 -6.0 31 1 4178 115 even ok
2 C29H31N4O3 483.2391 -3.3 14.8 2 100.00 16.5 even ok
3 C21H39012 483.2436 6.1 339 3 2100 25 even ok
4 C34H31N20  483.2431 5.1 38.3 4 2982 205 even ok
Intens. I+_4TBP1 . 1-2_01_1545.d: All M
fens; 2 483 2406 ODS_ESI+_4TBP169C_0.8uL_1-2_01_1545.d: BPC +All MS
3.2 min .
1 \
4-
21 \
l[r:mﬁ ODS_ESI+_ 4TBP169C_0.8uL_12.01_1545.d. UV Chromatogram, 190-400 nm
x104
24
o- v- T T T T T \J T T
2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
Intens. | +MS, 3.2min #194|
x1
4832406
44
3.
2.
1.
4232183
0 T v v | - r - -
200 300 400 500 600 700 800 m/z

ANEXO 68. UFLC/HRMS-ESI do 9.1.1.
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6.35

{6.34
6.34

_~5.89
4.57
4.56
4.55

™~5.85
——5.62
—3.53

I I Y

S

Current Data Parameters

NAME Tiagol7_4TBP169C
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170804
Time 17.36
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 64

DS 1

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 15.1144

DwW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.6 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl == ==
SFO1 300.2019513 MH
NUC1 1H

Pl 7.78 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.2000007 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

N B

ANEXO 69. Espectro de RMN de 'H do 9.1.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol7_4TBP169C
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - RAcquisition Parameters
Date_ 20170805
Time 11.15
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 41984
DS 0
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.8 K
D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl =
SFO1 75.4928982 MHz
NUCl 13¢C
Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
J | L » l ) SF 75.4853500 MHz
v A " WDW EM
SSB 9]
LB 3.00 Hz
T T T T T T T T T T T GB 0
I I I T T I I I I I I I e 1 .40

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
ANEXO 70. Espectro de RMN de 3C do 9.1.1.
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ANEXO 71. Espectro de DEPT 135° do 9.1.1.

202

Current Data Parameters

NAME Tiagol7_4TBP169C
EXPNO 4
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170805
Time 9.19
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG deptl135

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 2048

DS 8

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.6 K
CNST2 145.0000000

D1l 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40

P32 90.00 usec
TDO 1

75.4913881 MHz

SFOL

NUC1 13¢C

Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ==

SFO2 300.2009601 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé

P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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ANEXO 72. Espectro de DEPT 90° do 9.1.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol7_4TBP165C
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170806
Time 1.10
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 2048

DS 8

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.3 K
CNST2 145.0000000

D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40

P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ===
SFol 75.4928986
NUC1 13¢C

Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ===
SFO2 300.2012008 MHz
NuUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé

P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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8 Current Data Parameters
o NAME Tiagol7_4TBP169C
FO EXPNO 100
o PROCNO 1
8 F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170805
Time 6.05
INSTRUM FOURIER300
F1 PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG cosygpgf
TD 2048
SOLVENT cDC13
NS 38
DS 16
SWH 6103.516 Hz
@ Fo2 FIDRES 2.980232 Hz
RO 0.1677722 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 294.3 K
Do 0.00000300 sec
F3 D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00016380 sec

m======= CHANNEL fl ========

SFO1 300.2019513 MHz
g NUC1
PO 7.78 usec
P1 7.78 usec
PLWL 20.00000000 W
— e}
@ a GRADIENT CHANNEL =
GPNAM[1] SINE.100
o _5 GPZ1 10.00 %
P16 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
TD 256
— @ SFO1 300.202 MHz
FIDRES 47.695362 Hz
—_— @ @ [ SW 20.336 ppm
6 FnMODE oF
B il o @ F2 - Processing parameters
ST
° SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
[ SSB [
7 LB 0 Hz

GB 0
@@m 6 PC 1.40

Fl - Processing parameters
ST 4096
T T T T T T T T T mMez o
SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm ¢ .
LB 0 Hz
GB ]

ANEXO 73. Espectro de COSY 'H-"H do 9.1.1.
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ANEXO 74. Espectro de HSQC do 9.1.1.
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1 0 ppm

Current Lata Parameters
NRE Tiagel7_4TEP169C
200

EXENO
PROCNO 1

F2 - Requisition Parameters
Date_ 20170804
Time 17.50
INSTRUM FOURIER300
PROEHD 5 mm DUL 13¢-1
PULFROG hagegpph

™ 2048
SOLVENT epels

s 14

s 1

s 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
0 0.1677722 ase
RG 501.187

bW 81.920 uaee
DE 10.00 usee
E 292.8
ensT2 145.0000000

Do 0.00000300 sex
b1 100000000 sae
pa 0.00172414 sec
p11 0.03000000 see
p13 0100000400 aee
b6 0.00020000 see
D31 0.00000764 sec
3z 0.00001528 sec
p33 0.00000930 sec
p3a 0.00001860 sec
p36 0.00100000 see
p37 0.00000083 sac
Dp3s 0.00001510 see
paz 0.00000166 aec
pa3 0.00002128 see
paa 0.00120000 sec
pas 0.00051614 sec
o 0.00003020 sex
14 19

P35 75.00 usse

ez
CEDFRG[2
B3

Pd
PCPD2

PLWL2

CHRNNEL £1 -

GREDIENT CHANNEL
1 T

300.2019513 MHz
1

0.80352998 W

a SINE.100
cPNRM([2] SINE.100
GENRM([3] SINE.100

cpzl 80.00 %
cpz2 30.00 %
cpz3 20.10 %
P16 1000.00 usee

Fl - Requisition parameters
™

sFoL 75.49328 MHz
FIDRES 129.346024 Hz
s 219.308 ppm
FaMoDE TEET

F2 - Processing paremeters
sT 4096

B 300.2000000 MHz
WDW QSINE

ssB 2

1B 0 Hz

B

P 1.40

Fl - Processing paremeters
sT 4096

nez PRI

sF 75.4853500 MHz
WDW QSINE

ssB 2

1B Hz

=
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ANEXO 75. Espectro de HMBC do 9.1.1.
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Current Data Parameters
NAME

Tiagol7_4TBP169C
30

EXPHO
PROCNO 1
F2 - Requisition Parameters
Date_ 20170806
Time 3.06
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hrbcogplpndgf
™ 048
SOLVENT cpcls
Ns 154
Ds 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187
bW 81,920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.1 K
CNST2 145.0000000
CHST13 8.0000000
0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
o 0.00003010 sec

CHANNEL f£1 =
300.2019513 MHz
1H

7.64 usec
15.28 usec
20.00000000 W

CHANNEL £2
75.4932760 MHz
13¢

9.30 usec
50.00000000 W

GRADIENT CHANNEL

GPNAM[1] SINE.100
GPNAM[2] SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
GPal 50.00 %
GPz2 30.00 %
GPz3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1l - Requisition parameters
™D 256

75.49328 MHz

FIDRES 129.775742 Hz

sw 220.037 ppm
or

FnMODE
F2 - Processing parameters
ST

sF 300.2000000 MHz
WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

BC 1.40

F1l - Processing parameters
ST 4096

Mc2 or

SF 75.4853500 MHz
WDW

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0




Analysis Info Acquisition Date  2/1/2018 5:10:24 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\0ODS_ESI+_4TBP177B_1uL_1-20_01_2107.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP177B_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN

FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)

0-12m_40-100%

12-14m_100%

14-16m_100-40%

16-18m_40%

injetor:ACN

Calib..HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
511.2704 1 M+H C30H3907 511.2690 -2.7 6.2

Intens. ODS_ESI+_4TBP1778_1uL_1-20_01_2107.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA)|
x104 6.5 min

Intens. ODS_ESI+_4TBP1778_1uL_1-20_01_2107.: EIC 511.27040.05 +All MS)|
511.2704

0 2 4 6 8 10 Time [min]

200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength [nm

Intens. +MS, 6.7min #402
x1 05_

2.51
2,09

1.59
4232171
1.04

395.2222
0.5 483.2751

379'.226‘ ‘67'ﬁm IL Ill. 533.?515
350 375 400 425 450 475 500 525 550 miz

0.0

ANEXO 76. UFLC/HRMS-ESI do 9.1.2
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-177B
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180319
Time 9.07
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT CDC13

NS 64

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 25.0776

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.6 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1l ==

SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

P1 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 300.2000015 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

n ] J‘I‘L L i M. L

T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 1.0 5 0.0 ppm

Sa R AR B B AseeeedEs

ANEXO 77. Espectro de RMN de 'H do 9.1.2.
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ANEXO 78. Espectro de RMN de 3C do 9.1.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-177B
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180321
Time 1.06
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 32768

Ds Q

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.9 K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1

CHANNEL f1 =
75.4928982 MHz
13¢C
8.75 usec
50.00299835 W
CHANNEL f2 =
300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 3.00 Hz
GB o]
PC 1.40
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ANEXO 79. Espectro de DEPT 135° do 9.1.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-177B
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180319
Time 9.15
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 2048
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.6 K
CNST2 145.0000000
Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
14 40
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL fl ==
75.4913881 MHz
13¢
8.75 usec
17.50 usec

50.00299835 W

= CHANNEL f2 =
300.2009601 MHz

NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
3SB 0
1B 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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ANEXO 80. Espectro de DEPT 90° do 9.1.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-177B
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acqguisition Parameters
Date_ 20180319
Time 11.12
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 2192
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.5 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1

=== CHANNEL fl ===

SFOl 75.4928986

NUC1 13¢

Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W

=== CHANNEL f2 ===
SFO2 300.2012008
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB Q
PC 1.40



N ey ppm BRUKER

Current Data Parameters

]
NAME Tiagol8_4TBP-177B

0 EXPNO 100

e ° PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20180319
Time 13.16
INSTRUM FOURIER300
1 PROBHD 5 mm DUL 13C-1
] PULPROG cosygpaf
TD 2048
SOLVENT cDCl3
NS 32
DS 16
SWH 6103.516 Hz
2.980232 Hz
RO 0.1677722 sec
RG 65.7835
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.2 K
Do 0.00000300 sec
: 3 D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
— INO 0.00016380 sec

= CHANNEL f1 =
300.2019513 MHz
1H
7.88 usec
7.88 usec
20.00000000 W

R N I I L I
N
ol
S
&
w

GRADIENT CHANNEL =
= ) s @ GPNAM[1] SINE.100
GPZ1 10.00 %
Plé 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
TD 256

SFO1 300.202 MHz
= e‘ FIDRES 47.695362 Hz

SW 20.336 ppm

FnMODE QoF

|
<

F2 - Processing parameters

r SI 2048
F SF 300.2000000 MHz
P U P WDW OSINE
:ﬁ " [} =7 SSB 0
‘ E 1B 0 Hz
I [ GB 0
6 ° F PC 1.40
0 s
L] F F1 - Processing parameters
[ s 2048
] [} 8 MC2 oF
. F SF 300.2000000 MHz
[ WDW QSINE
T T T T T T T T T ESB (()) .
z
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm &

ANEXO 81. Espectro de COSY 'H-'"H do 9.1.2.
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Current Data Parameters
I Tiagol8_4TBE-177B
EXPNO 200

FROCNO 1
E2 - Requisition Paramatars
X h LR L PpPmM ... 20180320

<
/
§

INeTRIM FOURIER300
| PROEHD S ma DUL 13¢-1
] . 0 BupROG hegeedgpeh
SOLVENT €pel3
Ne 120
s 15
. S 6103.516 Hz
"o.
— e d
—t ' i
H - e +
ppe— o e ,‘
o -
=3 B
WM N OWao MmO ©
M MHMHOANN—-HOOOD
A B T T
- NNNNAAAAAAAO

rprm CooeRe (2 garp
16 -~ P3 9.30 usee
Dy ] ) Feenz 75100 uaas
—_— i o= - PLW2 50.00000000 W
18.2 100
_——3 R PLW12 0.80352998 W
19.9 — =t i
20 e o
R — - GPNI CT .
: L. 21.1 | D cnta] rECTI
27.5 ez 20:00 %
M . cp23 20.10 %
4 28.9 | -— _120 =1 1000.00 usee
. =g 40 Bl - Roguisition paremsters
“ 3 6 6 = 1 75 49§fz
— . 1 R0 45514 iz
45, o/ — ] - - B39 pen
_‘ PoE i
51.0 — o S L 1g0 T e
— 4 sF 300.2000000 MHz
2.5 2.0 1.5 m S oo
pPp o oom
GB o
PC 1.40
3 - ;; - Procassing parametars
~160 == 25.48350% se
—_— o et

—
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 ppm % &
ANEXO 82. Espectro de HSQC do 9.1.2.

213



Current Data Parameters

NAME TiagolS8_d4TBP-177B
EXPO 300
PROCNO 1
Sh__ L | ppm F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180319
6.09
-3 bl — 0 INSTRUM FOURIER200
PROBED 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbcgplpndgf
2048
SOLVENT cpel3
me 20
—_— - = - o Te
—
P SwH 6103.516 Hz
E— © < hd — 20 FIDRES 2.980232 Hz
— AQ 0.1677722 sec
RG 501.187
— . N 0 DW 81.920 usec
— (.} DE 10.00 usec
TE 292.1 K
CNST2 145.0000000
—_— L <> CNST13 8.0000000
— . P ° - L 0.00000300 sec
- 40 D1 1.00000000 sec
] - - D2 0.00344828 sec
- = D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
— « - <> D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
i D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
- 60 D38 0.00003010 sec
™o 0.00003010 sec
CHANNEL £1 =
3 . - . - =gz 200.2019515 iz
3 - 7.64 usec
—_— . o o> 15.28 usec
- 80 20.00000000 W
CHANNEL £2
75.4932760 MHz
12¢
9.30 usec
50.00000000 W
| GRADIENT CHANNEL
100 GPNAM[1] SINE.100
GPNAM[2] SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
Grzl 50.00 %
o M G2 30.00 %
Grz3 40.10 %
. P16 1000.00 usec
— a - S 120 Fl — Acquisition parameters
™ 238
sFol 75.49328 MHz
FIDRES 139.590714 Hz
220.037 ppm
FrMODE oF
F2 - Processing parameters
- s1 1024
3 N s M 2 ® 140 F 300.2000000 MHz
oW
ssB 0
1B 0 Hz
GB o
pC 1.40
— <>
| F1 - Processing parameters
160 ST 1024
e e e e e L e e e B B e NI e e B e B A AL e e e e e B e e B I LA A e e ucz 3
T I T T I T I I T I T T I T I I T e 754853500 v
WDW
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 ppm = o
1B 0 Hz
GB 0

ANEXO 83. Espectro de HMBC do 9.1.2.
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Analysis Info Acquisition Date  2/1/2018 3:02:23 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\0DS_ESI+_4TBP185A_1uL_1-15_01_2102.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP185A_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN

FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)B(ACN)_0.1%AF)

0-12m_40-100%

12-14m_100%

14-16m_100-40%

16-18m_40%

injetor:ACN

Calib..HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
525.2842 1 M+H C31H4107 525.2847 0.9 6.3
Intens. ] ODS_ESI+_4TBP185A_1ulL_1-15_01_2102.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA
(mAU] 7.3 min
x10§_
1 4
01+,
Intens. ODS_ESI+_4TBP185A_1uL_1-15_01_2102.d: EIC 525.284220.05 +All MS|
1091
* 525.2842
3
2
0 , . - . .
0 2 4 6 8 10 Time [min)
200 220 240 260 280 300 320 10 360 Wayelength [nm]
Intens. +MS, 7.5min #449
X105
2.0+ 5252842
1.51
1.04
423.2156
0.5+ 395.2209
497.2889
481.2931
00 3792240 B 441.2287 1 L 547.2643 585.3341
' 375 400 425 450 475 500 525 550 575  miz

ANEXO 84. UFLC/HRMS-ESI do 9.1.3
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—5.56
2.40
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2.38
2.37
1.72
1.69
1.68
1.67
1.65
1.64
1.63
1.46
1.44
1.41
1.39
1.36
1.20
1.16
1.09
0.98

=
<5.9O
Y
<
§

Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-185A
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180312
Time 14.34
INSTRUM FOURIER300
| PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS o]
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 25.3884
bW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.3 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
CHANNEL f1 = =
300.2019513 MHz
1H
7.88 usec
1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters

65536
300.2000000 MHz
EM
1 I 0
0 Hz
I 0
1.00

\J\ J_J Jﬂﬂ\ l,L

T T T T T T T T T T T T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 3. 1.0 05 ppm
N

dah @@ 8 s

ANEXO 85. Espectro de RMN de 'H do 9.1.3.
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-1854
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20180311
Time 6.39
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg 30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 22528
Ds Q
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
2Q 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.9 K
D1 0.50000000 sec
D1l 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
TDO 1
= CHANNEL fl = ==
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13¢C
Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
= CHANNEL f2 =
SFO2 300.2012008 MHz
NuUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB Q
LB 3.00 Hz
GB Q
" T T T T T : T " T " T T T " T ' T T T " T Fe 1.0
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

ANEXO 86. Espectro de RMN de '3C do 9.1.3.
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—156.5
—143.1
T—141.1
—126.4

109.8

—54.4
—51.0
—45.0

Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-185A

EXPNO
PROCNO

4
1

F2 - Acqguisition Parameters

Date_
Time

20180311
14.07

INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG
TD

SOLVENT

cocoocon

dept135
65536
CDC13
4000

8
24414.062

0.372529

1.3421773

501.187
20.480
10.00
295.2

145.0000000
.00000000
.00344828
.00001114
.00000825
.00344053
.00345340

Hz
Hz
sec

usec
usec
K

sec
sec
sec
sec
sec
sec

usec

110

ANEXO 87. Espectro de DEPT 135° do 9.1.3.
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CHANNEL f1 =
75.4913881 MHz
13¢C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W

== CHANNEL f2 ==
300.2009601 MHz
1H

CPDPRG [2 waltzlé

P3 8.25 usec

P4 16.50 usec

PCPD2 90.00 usec

PLW2 20.00000000 W

PLW12 0.16806000 W

F2 - Processing parameters

SI 32768

SF 75.4853500 MHz

WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40
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ANEXO 88. Espectro de DEPT 90° do 9.1.3.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-185A
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 17.55
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 4000
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 295.3 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL fl ========
75.4928986 MHz
13C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
== CHANNEL f2 ========
300.2012008 MHz
1H
waltzlé
8.25 usec
16.50 usec
90.00 usec

20.00000000 W
0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-185A
! EXPNO 100
@ ) PROCNO 1
‘ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180309
Time 17.00
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
~1 PULPROG cosygpgf
™ 2048
¢} SOLVENT cpe1s
NS 32
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
-2 AQ 0.1677722 sec
RG 60.6404
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.3 K
Do 0.00000300 sec
a D1 1.00000000 sec
3 D13 0.00000400 sec
" D16 0.00020000 sec
g INO 0.00016380 sec

CHANNEL f1 =
300.2019513

1H

7.64

7.64
20.00000000

MHz

usec
usec
W

00 = GRADIENT CHANNEL =
a GPNAM[1] SINE.100
GPZ1 10.00 %
4 4@0 -5 P16 1000.00 usec

o Fl - Acquisition parameters
9 TD 56
| @ SFO1 300.202 MHz
FIDRES 47.695362 Hz
= 4@ @ SW 20.336 ppm
e -6 FnMODE QF

F2 - Processing parameters

] 0@ ST 2048
¢ SF 300.2000000 MHz
@ WDW QSINE
o E SSB 0
= é@ @ 7 LB 0 Hz
GB 0
Q
a 3 pC 1.40
a4 Fl - Processing parameters
o ST
P MC2 oF
B 8 SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
SSB 0
R o L e o I T B RIS o B 0 Hz
GB 0

ANEXO 89. Espectro de COSY 'H-"H do 9.1.3.
220
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ANEXO 90. Espectro de HSQC do 9.1.3.
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4.5

4.0

35

3.0

25

20 1.5

1.0

05 0.0

ppm

Current D,
NRE

ata Parameters
Tiagol8_4TEP-185
200

EXPNO
FPROCNO 1

F2 - heguisition Paramsters
Date_ 20180309
Time 19.43
INSTRUM FOURIER300
EROBHD & mm DUL 130-1
PULEROG hagegpph

D 2048
SOLVENT cpe13

ns 143

ps 1

B 6103.516 Hz
FIDRES 980232

x 0.1677722 sse
RG 501.187

oW 81.920 usae
DE 10.00 usae
E 293.9
onsT2 145.0000001

Do 0.00000300 sec
b1 1.00000000 sec
pa 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sae
D13 0.00000400 2ee
D16 0.00020000 aee
D31 0.00000764 aae
p32 0.00001528 see
D33 0100000930 sae
p34 0.00001860

D36 0.00100000 sae
D37 0.00000083 sae
p3g 0.00001440 sec
paz 0.00000166 sec
pa3 0.00002128 sac
paa 0.00120000 sae
pas 0.00051614 see
o 0.00002880 aee
1a 19

P35 75.00 usae

sF02

CHAMNEL £1

300.2015445 MH=
18

7.64 usec

15.28 usec
20.00000000 W

0.80352998 W

GRADIENT CHRNNEL
GENAM[1] SINE.100
GPNAM[2] SINE.100
GPuAM[3] STNE.100
80.00 %
epE2 30.00 %
cpz3 20.10
Bl 1000.00 usse

™

EL - hoquisition pasemeters

sFo1 75.4929 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
sw 229,970 ppm
FhMODE

s1
=
D
ssB
18
e
Fe

F2 - Procassing paramstera
96

300.2000000 ¥H=
osTIE

2

1.40

F1 - Provessing parameters
2048

TEPT
75.4853500 MHz
osTIE
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ANEXO 91. Espectro de HMBC do 9.1.3.
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25

2.0

1.5 1.0

ppm

Current Data Parameters

WAME Tiagol8_4TBP-185R
EXPNO 300
PROCHO 1

F2 - Rcquisition Parameters
Date_ 20180310
Time 7.58
INSTRUM FOURIER300
PROPHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbcgplpndgf

D 2048
SOLVENT cpc13

ns 256

DS 16

sw 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
BQ 0.1677722 sec
RG 501.187

Dw 81.920 usec
DE 10.00 usec
B 295.4
cHsT2 145.0000000
CNET1 8.0000000

Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
plé 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00002880 sec
mo 0.00002880 sec

CHANNEL £1
300.2019513 MHZ

7.64 usec
15.28 usec
20.00000000 W

CHRNNEL £2
75.4932760 MHz
13¢

9.30 usec
50.00000000 W

GRADIENT CHANNEL

GPNAM[1] SINE.100
GPNAM([2] SINE.100
GPNAM([3] SINE.100
GPZl 50.00 %
GPz2 30.00 §
GPL3 40.1

Pl6 1000.00 usec

Fl - Requisition parameters
™ 256

$FOL 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz

sW 229.969 ppm
FnMODE oF

F2 - Processing parameters

ST 24

sF 300.2000000 MHZ
WDW

s3B 0

1B 0 Hz

B 0

pc 1.40

F1 - Processing parameters
ST 1024

Mc2 oF

SF 75.4853500 MHz
WDW SINE

SSB 0

1B 0 Hz

GB 0



ANEXO 92. Tabela dos sinais de RMN de '"H e '3C das substancias 9.2.1, 9.2.2, 9.2.3.

9.2.1:R'= Ac.
9.2.2: R'= CO(CH,),CH..
9.2.3: R'= CO(CH,),CH..

7a-desacetilgedunina (9.2) 9.2.1 9.2.2 9.2.3
H/C#
5 'HP (J, Hz) 5 13Ce d'HP (J,Hz) & '3Ce 5 'HP (J, Hz) dCc d'H°(J,Hz) & ™3Ce
1 7,11 d(10) 157,8 7,1 d(10) 157,0 7,11 d(10) 1571 7,11d(10) 1571
2 5,86 d(10) 125,8 5,88 d(10) 126,0 5,87 d(10) 126,0 5,87 d(10) 126,0
3 - 204,6 - 204,0 - 204,0 - 204,1
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10

11

12

13

14

224

2,45 m
1,90 m

1,66 m

3,58 dd(3;2)

251 m

194 m
1,80 m
1,60 m

1,70 m

44,2

44,6

26,4

69,7

43,6
37,9

40,2

15,0

27,3

38,3

70,0

2,16 dd(13;2)
1,92 t(3)
1,81 (6)

4,56 dd (3:2)

2,50 dd(12;6)
20m
1,87 dd(7;2)
1,60 d(2)

1,73 dd(13;2)

44,0

46,0

23,2

73,2

42,6
39,5

40,0

14,9

25,9

38,1

69,8

2,17 dd(13;3)
194 m
1,83 dd(13:4)

4,58 dd(3:2)

2,50 dd(12;6)
1,98 m
1,86 m

1,78 dd(11;2)

1,61 m

44,1

46,0

23,3

72,8

42,6
39,5

40,1

15,0

25,9

38,7

69,7

2,16 dd(13;
3)

1,99 sl

1,88 m

4,56 d (3)

2,49 dd(12;
6)

2,10 m
1,84 m
1,50 m

1,71 m

44,0

46,0

23,3

72,8

42,6
39,4

40,0

15,0

25,9

38,7

69,7



15
16
17
18
19
20
21
22
23
28
29
30
61
62

63

225

391s

5,61s
1,24 s

1,11s

7,40 m
6,36 m
741 m
1,15 s
1,21s

1,09 s

57,8
168,6
78,5
17,8
21,5
120,6
143,0
109,9
141,2
27,3
19,9

18,7

3,53 s

5,62s
1,26 s

1,23 s

7,42 m
6,35 t(1)
7,43 m
1,07 s
1,09 s

1,16 s

56,9
167,5
78,2
17,7
19,8
120,4
143,1
109,9
141,2
27,2
21,1

18,3

3,53 s

5,62s
1,25s

1,08 s

7,43 m
6,351t (1,0)
741 m
1,05s
1,23 s

1,17 s

57,0
167,3
78,2
17,7
21,2
120,4
141,2
109,9
143,1
27,2
19,8

18,4

3,51s

5,61s
1,24 s

1,22 s

7,40 m
6,34 m
741 m
1,05s
1,07 s

1,16 s

57,0
167,4
78,2
17,7
19,8
120,4
143,1
109,9
141,2
27,2
21,2

18,4



6 ; i ]
65 - - -
66 - - -
67 - - -
71 - -
72 2,125
73 - - -
74 - i ]
75 - - -
76 - - -

77

2,33 m
1,62 sext(7)

1,0 (7)

172,6
36,4
18,

13,8

2,32 m
1,61 m
1,31 m

0,9 t(7)

172,7
34,2
26,9
22,27

13,7

@ Posigao dos hidrogénios e carbonos dos ésteres..
® RMN "H 300 MHz, CDCl3
¢ RMN '3C 75 MHz, CDCls
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Analysis Info Acquisition Date  2/1/2018 4:50:37 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\0DS_ESI+_4TBP176D_1uL_1-19_01_2106.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP176D_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN

Fix=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)

0-12m_40-100%

12-14m_100%

14-16m_100-40%

16-18m_40%

injetor:ACN

Calib.:HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
483.2391 1 M+H C28H3507 483.2377 -29 29
l[r:'t‘e:;.r ODS_ESI+_4TBP176D_1uL_1-19_01_2106.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA)|
x104 4.7 min
4+
2.
01—
Intens. | ODS_ESI+_4TBP176D_1uL_1-19_01_2106.d: EIC 483.239120.05 +All MS|
x106] 483.2391
0.6
0.4+
0.2+
0.0 - - - ~ -
0 2 ) 6 8 10 Time [min)
200 220 240 260 2 %0 2 340 30 Wayelength [om
Intens. +MS, 4.9min #293
x1054
4832391
4<
3<
24
14
423.2164
0 : : ) . : : :
200 300 400 500 600 700 800 m/z

ANEXO 93. UFLC/HRMS-ESI do 9.2.1.
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ANEXO 94. Espectro de RMN de 'H do 9.2.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-176D
EXPNC 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180302
Time 16.42
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
D 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

== CHANNEL f1 ==

300.2019513 MHz

F2 - Processing parameters

SI
SE
WDW
SSB
LB
GB
PC

65536
300.2000018 MHz
EM
o]
0 Hz
0
1.00
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-176D
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - RAcquisition Parameters
Date_ 20180309
Time 11.29
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 14880
Ds 0
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.7 K
Dl 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.0158%210 sec
L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
TDO 1
= CHANNEL f1
75.4%928982 MHz
13¢C
8.75 usec
50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853503 MHz
DW EM
SSB o]
LB 3.00 Hz
T T T T T T T T T T T B o]
T I I I ! I T I I I I BC 1.40
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

ANEXO 95. Espectro de RMN de 3C do 9.2.1.
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ANEXO 96. Espectro de DEPT 135° do 9.2.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-176D
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180305
Time 2.06
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 7237
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.8 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
= CHANNEL fl === =
75.4913881 MHz
13¢C
8.75 usec
17.50 usec

50.00299835 W

CHANNEL f2 ===

SFO2 300.2009601

NuUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé

P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853477 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-176D
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180309
Time 9.35
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 2007
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.7 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFOl 75.4928986 MHz
NUCLl 13¢C
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
I I I T I T T T T I I I I I I GB 0
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm *° 1.40

ANEXO 97. Espectro de DEPT 90° do 9.2.1.
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ANEXO 98. Espectro de COSY 'H-'H do 9.2.1.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-176D
EXPNO 100
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180302

Time 16.46
INSTRUM FOURIER300
PROBED 5 mm DUL 13C-1
PULPROG cosygpgf

TD 2048
SOLVENT cpel3

NS 64

DS 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 93.1408

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.8 K

Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
INo 0.00016380 sec
- CHANNEL f1

SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

PO 7.64 usec
P1 7.64 usec
PLWL 20.00000000 W

- - GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] SINE.100
GPZ1 10.00 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
TD 256

SFO1 300.202 MHz
FIDRES 47.695362 Hz
sW 20.336 ppm
FnMODE oF

F2 - Processing parameters
Ee

SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.40

F1 - Processing parameters
ST 512

MC2 QF

SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

Ppm




Current Data Parameters

w TiagelS_4TEP-176D
EXENO 200
PROCNO 1
F2 - Requisition Parametara
Data_ 20180302
o 22.12
e ) PP ol
PROEHD 5 mm D 1
PULPROG hagegpph
. - 2048
LVENT cpe13
NS 256
s 6
E 6103.516 Hz

0.03000000 see
0.00000400 see
0.00020000 sec
0.00000764 sec
0.00001528 aee
0.00000830 sae
0.00001860 sec
0.00100000 see
0.00000083 sec
0.00001505 see
0.00000166 sae
0.00002128 sec
0.00120000 see
0.00051614 sec
0.00003010 see
19

75.00 usae

CHRNNEL £1
300.2019513 MHz
11

7.64 ueee

15.28
20.00000000 W

sFO2

o
- 8&""“‘;[2
P4

70 65 6.0
ANEXO 99. Espectro de HSQC do 9.2.1.
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5.5

PCPD2
PLW2
PLWL12 0.80352998 W
GREDIENT CHANNEL
GPNAM[1] SINE.100
GPNAM([2] SINE.100
[ 3] SINE.100
~10¢= 5.0 %
P22 30.00 %
crz3 20.
P16 1000.00 uees
F1 - Requisition parameters
™ 256
SFOL 75.4929 MHz
FIDRES 129.775742 Hz
sW 220.038 ppm
-120™"
F2 - Processing parameters
s1 4
sF 300.1999963 MHz
WDW
ssB 2
18 0 Hz
B o
Be 1.40
— 1 4@ - Processing parameters
1024
nez TEPT
E3 75.4853559 Mz
WDW QsINE
T T T | T T T T ssB B

35 30 25 20 15 10 05 00 ppm °
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ANEXO 100. Espectro de HMBC do 9.2.1.
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_dTBP-176D

EXPNO 300
PROCNO 1

F2 - Rcquisition Parameters
Date_ 20180303
Time 19.59
INSTRUM FOURTER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbogplpndgf
2048

SOLVENT cpCls
Ns 340

DS 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
RQ 0.1677722 sec
RG 501.187

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 297.4 K
CNSTZ 145.0000000
CNST13 8.0000000

DO 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00002880 sec
N0 0.00002880 sec

CHRNNEL £1
300.2019513 MHz
11

20.00000000 W

CHRNNEL £2 =
75.4932760 MHz
13¢

9.30 usec
50.00000000 W

GRADIENT CHANNEL

GPNRM[1] SINE.100
GPNRM[2] SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
GPzl 50.00 %
Gpz2 30.00 %
GPZ3 40.10

P16 1000.00 usec

F1l - Requisition parameters
™ 256

SFOL1 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
sw 229.969 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
ST

SF 300.2000000 MHz
WDW SINE

s3B [

1B 0 Hz

GB o

pe 1.40

Fl - Processing parameters
ST

mez oF

SF 75.4853500 MHz
WDwW

s3B [

1B 0 Hz

GB o



Analysis Info Acquisition Date  2/1/2018 5:35:42 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\0DS_ESI+_4TBP179B_1uL_1-21_01_2108.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP179B_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN

FIx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)B(ACN)_0.1%AF)

0-12m_40-100%

12-14m_100%

14-16m_100-40%

16-18m_40%

injetor:ACN

Calib.:HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
511.2684 1 M+H C30H3907 511.2690 1.2 39
l[n':m:l ODS_ESI+_4TBP179B_1uL_1-21_01_2108.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA
x104. 6.0 min
2 g
01=—Ac
|man°%- ODS_ESI+_4TBP179B_1uL_1-21_01_2108.d: EIC 511.268420.05 +All MS|
x1
] 511.2684
0.6
0.4+
o K
0.0 T v r r r
0 2 4 6 8 10 Time [min)
200 220 | 240 260 280 300 30 M0 360 Wayelength [nm
Intens. +MS, 6.2min #373
x1
41 5112684
34
21
14
4232143
200 300 400 500 600 700 800 miz

ANEXO 101. UFLC/HRMS-ESI do 9.2.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-179B

EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20180312

Time 15.10

INSTRUM FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zg

TD 65536

SOLVENT CDC13

NS 64

DS 1

SWH 6103.516 Hz

FIDRES 0.093132 Hz

AQ 5.3687091 sec

RG 31.623

DW 81.920 usec

DE 10.00 usec

TE 292.4 K

D1 1.00000000 sec

TDO 1
CHANNEL f1 == ==

SFO1 300.2019513 MHz

NUCL 11

Pl 7.88 usec

PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters

ST 65536

SF 300.2000000 MHz

WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

It J L

L

T T T T T T T T T
75 7.0 65 6.0 4.5 3.5

-

. rgj rﬁjéS 5.0 rﬂ 4.0 f‘cj 3.

2 @

ANEXO 102. Espectro de RMN de 'H do 9.2.2.
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ANEXO 103. Espectro de RMN de 3C do 9.2.2.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-179B
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180313
Time 3.44
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT CDC13

NS 21978

DS Q

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 296.1 K
Dl 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20

L5 14

P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ==

SFOL1 75.4928982 MHz
NUC1l 13C

Pl 8.75 usec
PLWL1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ==

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB o]

LB 3.00 Hz
GB o]

PC 1.40



—157.1
—143.1
~—141.2
—126.0
109.9
—78.2
—72.7
—57.0
—46.0
39.5
27.2
25.9
23.3
21.2
19.8
18.4
18.3
17.7
15.0
13.8

§

| | T T T T |
160 150 140 130 120 110 100

ANEXO 104. Espectro de DEPET 135° do 9.2.2.

(<

Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-179B
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20180312
Time 15.34
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 2048
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.6 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
0.00345340 sec
40
90.00 usec
1

SFOl 75.4913881 MHz

NUC1 13¢C
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W

== CHANNEL f2 ==

300.2009601 MHz

1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853509 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40



—157.1
—143.1
T—141.2
—126.0

109.9

—78.2
—72.8
—57.0
—46.0
—39.5

180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 ppm 5

ANEXO 105. Espectro de DEPT 90° do 9.2.2.
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-179B
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20180308
Time 7.38
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 3072
DS 8
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.3 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
== CHANNEL fl1
75.4928986 MHz
13cC
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
== CHANNEL f2 = ==
300.2012008 MHz
1H
[2 waltzl6
8.25 usec
16.50 usec
90.00 usec

20.00000000 W
0.16806000 W

- Processing parameters

32768
75.4853500 MHz
EM
0
1.00 Hz
0
1.40
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-179B
— _3 EXPNO 100
PROCNO 1
s 0
F2 - Acquisition Parameters
‘ Date_ 20180308
o L] Time 10.32
@ﬂ INSTRUM FOURIER300
— _2 PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG cosygpgf
TD 2048
SOLVENT CDC13
NS 38
° DS 16
SWH 6103.516 Hz
— _1 FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 53.8947
Q DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.7 K
Do 0.00000300 sec
| - 0 D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
Dlé 0.00020000 sec
INO 0.00016380 sec
» N - - -
@ B CHANNEL f1
ﬂ o _— SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
PO 7.88 usec
ry e ' P1 7.88 usec
° 1 PLW1 20.00000000 W
<] GRADIENT CHANNEL =
— 2 GPNAM[1] SINE.100
’ @ GPZ1 10.00 %
Ple 1000.00 usec
k &
Fl - Acquisition parameters
o TD 256
aﬁ SFO1 300.2012 MHz
— 3 FIDRES 47.695362 Hz
(-] ’ 1] SW 20.336 ppm
” &. FnMODE oF
—3 ‘q F2 - Processing parameters
o SI 2048
‘ . SE 300.2000000 MHz
6 [ F 4 WDW QSINE
SSB 0
< LB 0 Hz
: . GB 0
< ﬂ PC 1.40
¢ Q 4 F1l - Processing parameters
o - 5 SI
Py MC2 oF
SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
— SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T I LB 0 Hz

|
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm ¢

ANEXO 106. Espectro de COSY 'H-'H do 9.2.2.
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ANEXO 107. Espectro de HSQC do 9.2.2.
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Current Data Parametsra
NRE Tiagol8_4TEP-179B
200

EXPNO
PROCNO 1

F2 - heguisition Paramstars
Date_ 20180312
INSTRUM FOURIER300
EROBHD & mm 3¢-1
PULERO hagegpph

D 2048
SOLVENT ope13

ns 120

bs

sun 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
B 0.1677722 sae
RG 1.18°

oW 81.920 usec
DE 10,00 usec
= 293.2 K
onsT2 145.0000000

DO 0.00000300 see
b1 1.00000000 see
pa 0.00172414 sec
p11 0.03000000 sac
D13 0.00000400 see
D16 0.00020000 sae
D31 0.00000788 sac
D32 0.00001576 sac
D33 0.00000930 see
D34 0.00001860 sae
D36 0.00100000 see
D37 0.00000071 see
D38 0.00001655 sac
paz 0.00000142 see
pa3 0.00002176 see
pag 0.00120000 ae
pas 0.00051614 sec
o 0.00003310 see
1a 19
P35 75.00 usae

=

RNNEL £1

300.2019513 Mi=
18

7.88 usse

15.76 uaee
20.00000000 W

sF02

0.80352998 W

GREDIENT CHANNEL

GENRM[1] SINE.100
GENRM[2] SINE.100
GENRM[3] SINE.100
GPz1 80.00 %
Gpz2 30,00 %
oFz3 20.10 %
P16 1000.00 usee

F1 - Reguisition parameters
™

sFO1 75.49282 MHz
FIDRES 118.013596 Hz
sw 200.095 ppn
FhMODE TEPI

F2 - Processing parameters
sT 5
= 300.2000000 Mz
wDw osINE

ssB

1B 0 Hz

£ o

ee 1.40

Fl - Procassing parametars
2048

TePT
) 75.4853500 M=
osINE



Co><)

0

Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-1798
EXPNO 200
PROCNO 1
- ™ L3
- - F2 - Acquisition Paramsters
|8 . . ars S I Soia0307
Time 17.31
‘P @ o INSTRUM FOURIER300
PROBED 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbcgplpndgf
D 2048
- < SOLVENT cpcl3
© o - ne 158
-4 40 i
- - SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
aQ 0.1677722 sec
RG 501.187
Dw 81.920 usec
. - DE 10.00 usec
- 60 = 292.8 K
cwsT2 145.0000000
CcNST13 7.0000000
° - Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.07142857 sec
- 80 D16 0.00020000 sec
D31 0.00000788 sec
D32 0.00001576 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D32 0.00003010 sec
mo 0.00003010 sec
[~ 100 CHANNEL £1 =
300.2019513 MHz
1K
7.88 usec
15.76 usec
20.00000000 W
- 120 CHANNEL £2 =
75.4932760 MHz
13¢
9.30 usec
50.00000000 W
= GRADIENT CHANNEL =
GPNAM[1] SINE.100
140  cewauiz SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
Gpzl 50.00 %
Grz2 20.00 %
Gpz3 40.10 %
P16 1000.00 usec
L]
160 ! - acquisition parameters
™ 256
srol 75.49328 MHz
- FIDRES 129.775742 Hz
sw 220.037 ppm
- - FnMODE or
~180 F2 - Processing parameters
ST 4096
sF 300.2000000 Mz
WDW SINE
s3B 0
1B 0 Hz
GB 0
200 pC 1.40
& Fl - Processing paramsters
ST 4096
ucz oF
L L e B B S I S B L L L L L L Ly B SF 75.4853500 MHz
WDW
50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 m £
. . . . . . . . . : ppm 0.
GB o

ANEXO 108.Espectro de HMQC do 9.2.2.
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Analysis Info

Acquisition Date  2/1/2018 1:43:27 PM
Analysis Name

D:\Data\Usuarios\2018\Adrian\Tiago\Data\LC-MS\01-02-2018\ODS_ESI+_4TBP182B_1uL_1-11_01_2098.d

Method Tune-Low_ESI+_Tiago_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_ESI+_4TBP182B_1uL Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm Branco ACN

Fix=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)); P:2476psi;C=1mg/mL(ACN);Inj=1uL;
A(H20_0.1%AF)/B(ACN)_0.1%AF)

0-12m_40-100%

12-14m_100%

14-16m_100-40%

16-18m_40%

injetor:ACN

Calib..HCOONa 10mM_end

Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
525.2874 1 M+H C31H4107  525.2847 -5.2 85
'['::\lei ODS_ESI+_4TBP182B_1ul_1-11_01_2098.d: UV Chromatogram, 190-400 nm, Smoothed (1.20,1,GA
x104] 6.7 min

Intens. | ODS_ESI+_4TBP182B_1uL_1-11_01_2098.d: EIC 525.287420.05 +All MS|
x105 525.2874
44
24
0 - - - - -
0 2 Rl 6 8 10 Time [min)]
20 220 240 260 280 300 30 340 360 Wayelength[m
Intens. +MS, 6.9min #412
X105
5252874
2.5
2.0
1.5
1.04
0.5 4232174
0.0 T v - L - - - - -
200 300 400 500 600 700 800 m/z

ANEXO 109. UFLC/HRMS-ESI do 9.2.3.
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NAME
EXPNO
PROCNO

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

TE

D1

TDO

SFO1

Nuc1

, N M e HJ,U MMM &

I
ppm

T I I I T T T T
75 70 0 55 50 45 4.0
e
-

dal @ g

T T T T T T
2.0 1.5 1.0 0.5

e R
NN MNOITID([©IM

T
3.5

3

ANEXO 110. Espectro de RMN de 'H do 9.2.3.
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CHANNEL f1 ==

Current Data Parameters

Tiagol8_4TBP-182B
1
1

F2 - Acquisition Parameters

20180321
13.20
FOURIER300
5 mm DUL 13C-1
zg
65536
CDC13
32
0
6103.516 Hz
0.093132 Hz
5.3687091 sec
22.061
81.920 usec
10.00 usec
294.6 K
1.00000000 sec
1

300.2019513 MH
1H
7.88 usec
20.00000000 W

F2 - Processing parameters

65536
300.2000016 MHz
EM
0
0 Hz
0
1.00
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ANEXO 111. Espectro de RMN de "3C do 9.2.3.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-182B
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Rcquisition Parameters
Date_ 20180323
Time 1.20
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 31744

DS 0

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.8 K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ===

SFOlL 75.4928%82 MHz
NUCl 13¢C

Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB Q

LB 3.00 Hz
GB Q

PC 1.40
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ANEXO 112. Espectro de DEPT 135° do 9.2.3.
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Current Data Parameters

NAME Tiagol8_4TBP-182B
EXPNO 4
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180321

Time 13.27
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 4576

DS 0

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187

bW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.7 K
CNST2 145.0000000

Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40

P32 90.00 usec
TDO 1

== CHANNEL fl ==
SFOLl 75.4928978 MHz
NUCl 13¢C
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W

== CHANNEL f2 ==
300.2012008 MHz
1H

waltzlé
8.25 usec
16.50 usec
90.00 usec
20.00000000 W
0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME Tiagol8_ 4TBP-182B
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180321
Time 16.31
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept 90
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 3328
DS 4
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.9 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
| D12 0.00002000 sec
D14 0.00001114 sec
| D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345753 sec
14 40
P32 90.00 usec
| TDO 1
| == CHANNEL fl == =
SFOl 75.4928978 MHz
NUCL 13C
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
== CHANNEL f2 == =
SF02 300.2012008 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB Q
1B 1.00 Hz
T T T T T T T T T T T T T T T T T GB 0
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm ¢ Loa0

ANEXO 113. Espectro de DEPT 90° do 9.2.3.
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BRUKER
ppm

0 Current Data Parameters
NAME Tiagol8_4TBP-182B
EXPNO 100
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
F1 Date_ 20180322
Time 8.08
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG cosygpaf
TD 2048
SOLVENT cpeCl3
-2 NS 64
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 58.8139
La DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 295.8 K
DO 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
-4 INo 0.00016380 sec
- CHANNEL f1 —= -
SFOL 300.2019513 MHz
< NUC1 1H
PO 7.64 usec
@ P1 7.64 usec
=5 PLWL 20.00000000 W
—=—=-= GRADIENT CHANNEL ===-=
GPNAM([1] SINE.100
R GPZ1 10.00 %
P16 1000.00 usec
1 6 Fl - Acquisition parameters
] TD
— ] SFO1 300.202 MHz
] FIDRES 47.695362 Hz
1 SW 20.336 ppm
© 1.5 FnMODE oF
@ ] 7 F2 - Processing parameters
] E 2048
@ 2.0 SF 300.2000000 MHz
0 1 WDW QSINE
1 $SB 0
] LB 0 Hz
2.5 -8 S
& ) . 1 PC 1.40
R Fl - Processing parameters
I I I I ST 512
2.5 2.0 1.5 ppm Moz oF
SF 300.2000000 MHz
T T T T T T T T T T T T T T T T T WDW QSINE
$SB 0
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm 1= 0 Bz
GB [

ANEXO 114. Espectro de COSY 'H-'H do 9.2.3.
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ppm
1? B
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19.8~= ﬁ‘; 20
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26.9 30 _ | 120
27.2/
-— T
34.2 40
39‘5% 3 - o
3
44.1/ I 50
46.0 E ] 140

160

' |
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60 55 50 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm
ANEXO 115. Espectro de HSQC do 9.2.3.
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BRUKER
(>

Current Data Parameters
NAME TiagelS_4TEP-182B
EXPNO 200

PROCNO 1
F2 - Requisition Paramaters
Date_ 20180321
Time .
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13¢-1
FULPROG hageedgpph

™ 2048
SOLVENT epel3

ne 14

ps 1

swr 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
g 0.1677722 sae
Re 501.187

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
= 6.0
oNsT2 145.0000000

Do 0.00000300 sae
D1 1.00000000 see
b4 0.00172414 sac
p11 0.03000000 aee
D13 0.00000400 see
plé 0.00020000 sae
p21 0.00344828 sac
D31 0.00000764 aee
D32 0.00001528 eee
D33 0.00000930 sac
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 aae
D38 0.00001745 see
pa1 0.00000166 sac
paz 0.00000332 sec
pas 0.00002128 sae
paa 0.00224428 eee
Das 0.00051614 sec
N0 0.00003490 sec
14

19
P35 75.00 uase

B2 15.28 usec
FLWL 20.00000000 W

sp02

ez 3¢

CPDPRG[2 garp

F3 .30 usec
1 18.60 uees

0.80352998 W

= GRADIENT CHENNEL

cPNBM[1] RECT.1
GPNAM[2] RECT.1
GPNRM[3] RECT.1

epz1 30.00 %
ePz2 80.00 %
GP23 20,

P16 1000.00 usee

F1 - Requisition parameters
™ 256

sFo01 75.49214 MHz
FIDRES 111.926933 Hz
s 189.777 ppm
FnMODE TPPI

F2 - Processing parameters
s1 2048

sB 300.2000000 MHz
wDW osINE

ssB 2

1B 0 Hz

B o

Be 1.40

F1 - Processing parameters
s1 204

nez TEPI

B 75.4853500 MHz
oW SINE

ssB 2

1B 0 Hz

B o




ppm

]

. = a
s B .

. o @ op

e - o <

&

100

=110

=120

=130
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=160
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ANEXO 116. Espectro de HMBC do 9.2.3.
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3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

ppm

Current Data Parameters
NRME

EXPNO

PROCNO

Tiagol8 4TBP-182B
300

1

F2 - Requisition Parameters
Date_ 20180

PULPROG

™
SOLVENT

pe
SwH

CHRNNEL f1 =

CHRNNEL £2 =

322
3.54

FOURIER300

5 mm DUL 13C-1

hubegplpndgf

0.00344828 sec
0.07142857 sec
0.00020000 sec
0.00000764 sec
0.00001528 sec
0.00000930 sec
0.00100000 sec
0.00002010 sec
0.00003010 sec

300.2019513 MHz
1H

7.64 usec

15.28 usec

20.00000000 W

75.4932760 MHz
13¢

9.30 usec
50.00000000 W

Pl6

1000.00 usec

F1 - Rcquisition parameters
™ 256

srol 75.49328 MHz
FIDRES 129.775742 Hz
sw 220.037 ppn
FrMoDE aF

F2 - Processing parameters
ST

sP 200.2000000 MHz
WoW

s8B

1B Hz

=3

pC 1.40

Fl - Processing parameters
ST 1024

oF
75.4853500 MHz



