UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Deivid Metzker da Silva

AVALIACAO ESTRUTURAL POR RMN DE ALCALOIDES
CICLOPEPTIDICOS DE 14 MEMBROS: DISCARINA-C,
ADOUTINA-X E CONDALINA-A

Dissertagdo submetida ao Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina, para obtencdo do Grau de Mestre
em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Miguel Soriano Balparda
Caro

Floriandpolis
2014



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragio Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Silva, Deivid Metzker da
Avaliagdo estrutural por rmn de alcaloides
ciclopeptidicos de 14 membros: Discarina-C, Adoutina-X e
Condalina-A / Deivid Metzker da Silva ; orientador, Miguel
Soriano Balparda Caro - Floriandpolis, SC, 2014.
9 p.

Dissertacio (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciénecias Fisicas e Matemiticas.
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica.

Inclui referéncias

1. Quimica. 2. Alcaloides Ciclopeptidices. 3. Estrutura e
estersogquimica. 4. BEMW. 5. Raios-X. I. Caro, Miguel Soriano
Balparda. II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. IIT. Titule.




Deivid Metzker da Silva

AVALIACAO ESTRUTURAL POR RMN DE ALCALOIDES
CICLOPEPTIDICOS DE 14 MEMBROS: DISCARINA-C,
ADOUTINA-X E CONDALINA-A

Esta dissertacdo foi julgada e aprovada para obtengéo do Titulo de
Mestre em Quimica no Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
da Universidade Federal de Santa Catarina.

Florianpolis, 22 de agosto de 2014.

Prof. Dr. Hugo Alejandro Gallardo Olmedo
Coordenador do Curso

BANCA EXAMINADORA:

Prof., Dr. Miguel S. B. Caro Prof., Dr. Ademir Morel
Orientador Morel
(UFSM-RS)

Prof., Dr. José Carlos GesserProfé., Dr2, Mariada Graca
(UFSC-SC) Nascimento
(UFSC-SC)






AGRADECIMENTOS

A Deus por me guiar até aqui, e me fortalecer durante esse caminho
trilhado.

Aos meus pais Estacio e Diacui, por nunca desistirem de mim em
nenhum momento, me dando uma base de vida, principios e valores que
jamais perderei.

Ao professor Miguel Caro, pela atencéo, ensinamento, apoio e amizade.
Ao Professor Ademir Farias Morel, por fornecer as amostras estudadas.

Aos meus amigos Priscila, Edson, Tania, Henrique, Guilherme, Samuel,
e Helena, que de uma maneira especial, estiveram do meu lado nesses
Gltimos momentos.

Aos professores que compde a banca por aceitarem o convite.

A Central de Analises, em especial Eliane, pelas anélises feitas e espaco
utilizado.

Ao professor Jorge Alejandro Palermo do Instituto de Quimica da UBA
pelas analises feitas em RMN de 500MHz.

Ao CNPQ e CAPES pelo suporte financeiro.

A UFSC e aos professores que fizeram a diferenca na minha formagcéo

ndo tdo somente pelo ensino, mas pela amizade formada.






RESUMO

Os alcaloides ciclopeptidicosAdoutina-X, Condalina-A e Discarina-C
tiveram as configurag®es relativas e absolutas para os carbonos C-3 e C-
4 determinadas através de métodos mono (*H e 3C) e bidimensionais
(COSY, HSQC, NOESY) de RMN juntamente com analise por difracéo
de raios-x para a Condalina-A e Discarina-C. Os dados de RMN
juntamente com valores de acoplamento e deslocamentos quimicos
auxiliaram também nas relagdes entre as conformacdes das moléculas
em solucédo.Estudos do efeito do campo magnético sobre a Adoutina-X
foram feitos, aplicando uma analise geral para alcaloides desta classe.
Além disso, foi feita analise do efeito do solvente e temperatura sobre a
Condalina-A utilizando CDClI; e DMSO-dg observando os efeitos sobre
as ligagBes de hidrogénio da molécula e seus deslocamentos quimicos.

Palavras-chave:Condalina-A, Adoutina-X, Discarina-C, alcaloides
ciclopeptidicos, RMN, raios-x.






ABSTRACT

The cyclopeptides alkaloids Adoutine-X, Condaline-A and Discarine-C
had their relative and absolute configurations for carbons C-3 and C-4
were determined by single (*H e C) and two-dimensional (COSY,
HSQC, NOESY) NMR methods along with diffraction of x-rays to
Condaline-A and Discarine-C. NMR data together with values of
chemical shifts and coupling also assisted in the relationship between
the conformations of the molecules in solution. Studies of the magnetic
field effect on the Adoutina-X were made by applying a general
analysis of alkaloids of this class. Furthermore, analysis of the solvent
and temperature effect on the Condalina-A using CDCI3 and DMSO-
d6, observing the effects on the hydrogen bonds of the molecule and its
chemical shifts were realized.

Keywords: Condaline-A, Adoutine-X, Discarine-C, cyclopeptides
alkaloids, NMR, X-rays.
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1 INTRODUCAO

A quimica dos produtos naturais (QPN) tem uma grande
importancia no meio cientifico. Mesmo com o desenvolvimento da
guimica organica sintética, a QPN ndo perdeu seu valor, devido em
grande parte, a complexidade de se obter sinteticamente 0s compostos
ativos (estruturas com grandes dimensdes e complexas).

Desde os primdrdios, o uso de plantas como forma terapéutica
é conhecido, propagando-se através dos tempos pela cultura popular.
Estas plantas sdo de grande importancia, devido a sua composicao, onde
encontramos compostos ativos distribuidos, quase que em toda sua
estrutura (raiz, caule, casca, folhas, etc.). Estes “ativos” sdo quase que
na sua totalidade, produtos de metabolismo secundario (transformaces
bioguimicas que ndo estdo ligadas diretamente a manutencdo da vida,
geracdo de novas células e energia, mas sim a sua defesa, protecéo,
dispersdo de sementes, etc.).

Os metabdlitos secundarios sdo Unicos e especificos para cada
espécie de vegetais, representando a individualidade quimica de cada
uma. Como exemplo temos: alcaléides, flavonoides, taninos, pigmentos,
ceras, entre outros. Dentre estas classes os alcaldides tém uma grande
importancia medicinal, destacando dentro do grupo de alcaloides
ciclopeptidicos, os ciclopeptidicos de 14 membros.

A determinacéo e analise estrutural dos metab6litos secundarios
ativos sdo de grande importancia, podendo auxiliar na compreenséo da
relacdo atividade bioldgica/estrutura, e no planejamento de produtos
sintéticos com tais atividades entre outras aplicacbes de grande
importancia. Este trabalho tem como enfoque o estudo dos alcaloides
ciclopeptidicos extraidos, por exemplo, de plantas como a
ScutiaBuxifoliaReiss, pertencente a familia Rhamnaceae, nativa da
América do Sul. Estes alcaloides tornaram-se objetos de aprofundados
estudos nas Ultimas décadas pela sua larga utilizagdo na medicina
popular e pelas varias atividades biologicas tais como: bactericida,
antiplasmédico, antiinflamatdrio, diurético, entre outros.

Para o estudo estrutural destes alcaloides pode-se utilizar varios
métodos espectroscopicos e quando possivel cristalograficos. Um dos
mais eficientes e importantes é o de ressonancia magnética nuclear. As
variadas técnicas de RMN mono e bidimensionais sdo ferramentas
indispensaveis na determinacdo estrutural, no caso especifico deste
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trabalho, na determinacdo da estereoquimica de partes de alcaloides
ciclopeptidicos, como a Adoutina X e Condalina-A e a Discarina-C.

1.1 Alcaldides

Alcal6ides podem ser definidos como substancias de caréater
béasico, classificados de acordo com sua estrutura, segundo o grupo
amina contido nestas estruturas®®**. A grande maioria dos alcaldides é
isolada de plantas, mas é possivel encontrar estes compostos em
esponjas, fungos, sapos, entre outros. Segundo Pelletier (1983), “Um
alcaléide é uma substancia orgénica ciclica contendo um nitrogénio em
estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicdo € limitada entre os
organismos vivos.”

Os alcalbides sdo classificados em trés grupos: alcalGides
verdadeiros (sdo aqueles em que o nitrogénio faz parte do heterociclo e
sua bhiossintese & proveniente de aminodacido), proétoalcaldides (se
originam de aminodacidos, mas o nitrogénio ndo faz parte do heterociclo)
e pseudo-alcaldides (tem caracteristicas de alcaléides, bases
nitrogenadas, mas nao se originam de aminoacidos e sim de terpenos ou
esterdis, por exemplo)>®.

1.1.1 Alcaloides ciclopeptidicos

Os alcal6idesciclopeptidicos sdo compostos com bases
poliamidicas, encontrados em diversas plantas’. Esta classe é
classificada conforme o nimero de atomos que fazem parte do
macrociclo, 13-, 14-, 15-membros, onde fazem parte da estrutura
genérica dois aminoécidos e uma unidade de estirilamina®. (Figura 1)
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Figura 1 — Estruturas gerais dos alcaldidesciclopeptidicos 4(13)-, 5(13)-, 4(14)-
, 5(14)-, 4(15)-membros.

A biossintese dos alcaldidesciclopeptideos ndo é relatada na literatura,
mas se tem evidéncias conseguidas dos seus precursores, de que na
formacéo dos ciclopeptideos had uma etapa anterior de formacao de tetra
peptideos e posteriormente a ciclizacdo.’Baig et al. (1993), através de
estudos do metabolismo secundario em plantas da espécie
Ceanothusamericanus(Rhamnaceae), relatou a formagdo de tetra
peptideos. Foi usado uma mistura de aminoacidos, valina, leucina, iso-
leucina, tirosina, fenilalanina e triptofano (Figura 2), obtendo uma série
de novostetra peptideos Phe-Phe-lle-Tyr, Phe-Phe-Leu-Tyr, lle-Leu-
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Leu-Tyr, Val-Leu-Leu-Tyr, podendo ser estes os precursores dos
alcal6idesadouetina Y, ceanotina E, frangulanina, americina.’

Valina Iso-leucina

Leucina Triptofano

OH

Fenilalanina Tirosina
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Figura 2. Possiveis amino4cidos precursores dos alcaloides ciclopeptidicos.

1.1.1.1 Alcaloides ciclopeptidicos de 14-membros

O interesse em se estudar a quimica desta classe de alcaldides
estd relacionado com a suas diversas atividades bioldgicas, as que
levaram a estudos sintéticos, espectroscopicos, conformacionais e
configuracionais™**?** e dentre estes um interesse em especial aos
que possuem anel macrociclico de 14-membros’. Sua estrutura é
composta de bases poliamidicas macro ciclicas definidas por um a-
aminoacido, um B-hidroxi aminodcido  (3-hidréxiprolina, 3-
hidréxileucina ou B-fenilserina) e um aminoacido N-terminal basico
mono ou dimetilado formando o macro ciclo com um derivado nédo
aminodcido da tirosina (p-hidroxiestirilamina) (Figura 3). Sua
importancia se d& por dois motivos principais: sua abundéncia é
relativamente maior do que os macrociclos de 13- e 15-membros e de
encontrar-se ainda, somente este tipo de alcaloide no Brasil, mesmo
assim sua abundancia total é muito pequena (rendimento quase sempre
menor que 1% em plantas secas).”

A= aminoécido terminal béasico
B = B-hidrdxi amino&cido
C = aminoacido ligado ao anel
D = unidade hidroxiestirilamina

E = aminoécido adicional
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Figura 3 — Estrutura geral dos ciclopeptidicos dividida em unidades.

1.1.2 Atividades Biologicas

Muitas plantas sdo usadas na medicina popular, dentre elas as
Rhamnaceas, as que na sua grande maioria apresentam
alcaldidesciclopeptidicos. Como exemplo o género Zizyphus € usado
tradicionalmente como: sedativo, antimicrobiano, hipoglicémico,
antiplasmadico, anti-infeccioso, anti-diabético, diurético,
anticonvulsionante, analgésico e antiinflamatorio. Estes alcaléides tém
uma variedade imensa de atividades bioldgicas, dentre elas
antimicrobiano, imunoestimulante, inseticidas, sedativos. #*°

1.2 Métodos Espectroscopicos

Além de se conhecer as constantes fisicas e quimicas de
compostos, pode-se compreender um pouco mais sobre as substancias e
suas caracteristicas, e para isto, 0s métodos espectroscépicos sdo
grandemente utilizados, na determinacdo, identificacdo e quantificagdo
estrutural. Dentre estes métodos temos espectroscopia no ultravioleta
(UV-Vis), infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de massas (EM), atividade dptica, e para casos mais
particulares, como estruturas mais complexas de produtos naturais e
organometalicos, temos a difracdo de raios-X.

1.3 Elucidacé&o Estrutural

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é muito
utilizada na elucidacdo estrutural de alcaldidesciclopeptidicos, com o
auxilio das técnicas de 2D. Os experimentos mais largamente utilizados
na elucidacdo de produtos naturais sdo: COSY, NOESY, HSQC e
HMBC.'® Muitas outras técnicas sio utilizadas para elucidacdo como
andlise por difracdo de raios-X, espectrometria de massa (MS), UV, IV,
DC, entre outros.

Espectros de RMN tH, foram utilizados para confirmacdo de
estruturas de alcaloides, principalmente em 1967. No alcal6idecrenatina
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A, fez-se a identificacdo da estrutura com poucas atribuicdes de
hidrogénio."’

A discarina B, por exemplo, foi isolada e feita sua elucidagéo
somente com o espectro monodimensional de carbono RMN 13C.*8

As técnicas de 2D também sdo importantes na determinacéao de
estruturas, como no estudo da discarina L, onde foi usado o espectro de
COSY para atribuicdo dos sinais de hidrogénio do macrociclo.**?

Para que a sintese desses metabdlitos secundarios, com
interesse bioldgico, seja possivel, se deve conhecer a estereoquimica
dos carbonos assimétricos e da conformagdo da molécula.

Muitas  vezes estes  alcaloides, apresentam
diastereoisdbmeros, como no caso da scutianina D e scutianina E, que
apresentaram deslocamentos diferentes para os carbonos o e B da f-
hidroxileucina da unidade B-hidrdxi ammoamdo Assim, sugeriu-se que
estas moléculas eram diasteroisoméras®, representadas na Figura 4.

L-eritro, HH o \ D-eritro HHO@_S Lentroy%"lf)ﬂ—\@—s
. : b 00
Hﬂ\o Hﬁ{:’ O—niH _
S ‘

Scutianina-D Scutianina-E Scutianina-K

Lreo Ch‘@_\ L-eritro $ ‘@_>

:— H NH
R N HN HJN HN 5 H
CH3} <7
\
Condalina-A Scutianina-M

Figura 4 — Alcaloides ciclopeptidicosdiasteroisoméricos.
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Os dados de RMN de H e 13C, também sdo importantes para
estabelecer a configuragdo relativa e absoluta do B-hidréxiaminoacido.
Um método muito utilizado pelos grupos de pesquisa para determinacao
da estereoquimica absoluta das unidades dos aminoécidos presentes nos
alcaloides ciclopeptidicos é a cromatografia gasosa enantiosseletiva,
mas esta ferramenta ndo permite a determinacdo da unidade -
hidroxiaminoacido, pois ocorre a decomposicdo da mesma durante o
processo de hidrélise &cida, motivo pelo qual se utiliza os dados de
RMN.*

As constantes de acoplamento vicinal entre hidrogénios (3Jun),
nos fornecem informacdes sobre o angulo diedro entre os hidrogénios
que acoplam.? Na Figura 5, podemos observar a relagdo entre o angulo
diedro e a dimensao entre esses acoplamentos, separados em pequenaos,
médios ou grandes.

3JH2—H3 3JHZrCA 2"\\2—(‘.’.
 Hes B e Pl
H "X Gy H" "X Cy4 H" X Cy

c c,
w( HS@Y Hg@z\' %\’
Hy X Hy X Hy X
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Hy X
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OHz = “Jy5.43 = 16HZ

J (Hz2)

15 15
10 10
5 5
o] 0

0° 20° 180° v

0-4Hz small
3 iz2-H3 5-9Hz medium

10 - 16 Hz large

Figura 5 — Magnitude do valor de J em fungéo do angulo diedro.*

Através destas andlises, podem-se obter dois tipos de configuracdes
relativas, treo e eritro. (Figura 6)
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Figura 6 — Modelos de configuragdes relativas eritroe treo.”

Para alcaloides que possuem uma constante de acoplamento
entre os hidrogénios 3 e 4 de 8 Hz (Jg = 8 Hz), € visto uma
configuragdo eritrona unidade B-hidroxiaminoécido, e para compostos
treo, um valor de acoplamento de 2 Hz (J,3 = 2 Hz. Para determinagéo
da configuragdo absoluta dessa unidade B-hidroxi aminoacido pode-se
também utilizar a espectroscopia de RMN de 13C. Para a série L-eritro o
sinal de carbono alfa (C4) é observado em 55 ppm e o D-eritroé
observado em 53,8 ppm. Para o carbono beta (C3) para L-eritro,
aparece em 81,5 ppm e para conflgura(;ao D-eritroaparece em um
campo mais baixo, 87 ppm * Para a série D-treo o carbono C-3 é
observado em 82,0 ppm enquanto o C-4 aparece em 55,0 ppm. Na série
L-treo, o carbono alfa C 3 aparece em 86,0 ppm enquanto C-4 é
observado em 55,0 ppm.%

Outra técnica que pode ser de grande utilidade na atribuicdo da
estereoquimica é o uso de experimentos de RMN que avaliam o efeito
nuclear de Overhauser. Este efeito (uma interagdo dipolo-dipolo) pode
ser detectado em hidrogénios préximos espacialmente, numa distancia
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de até 5 A independentemente de acoplarem escalarmente (interacio
spin-spin). Na modalidade 2D deste experimento (NOESY) existe a
possibilidade de hidrogénios fortemente acoplados no espectro de
COSY, mostrarem estes sinais de cruzamento como artefato no
NOESY.? Para eliminar estes inconvenientes podem ser utilizados
programas de pulsos especificos (quando disponiveis) ou variagdo no
tempo de mistura.”’

Muitos trabalhos em torno da aplicacdo destas técnicas de
RMN para determinacdo da configuracdo relativa e/ou absoluta foram
realizados, entre eles, um estudo feito com os dados de RMN para a
Franganina juntamente com o cristal do seu derivado, mostrou uma
configuracdo absoluta eritroentre H-3 e H-4 com um angulo de 157°.%
Outro estudo foi feito com o sal da scutianina C, verificando a mesma
configuragdo para os hidrogénios H-3 e H-4, neste caso uma
configuragdo relativa e obteve-se um resultado como sendo L-eritro
com um angulo de aproximadamente 169°.%

Conhecendo as informagBes estruturais destes alcaloides
ciclopeptidicos, sua estrutura e formas de elucidacdo, pode-se entdo a
partir delas determinar a estereoquimica de moléculas do mesmo grupo.
Neste trabalho as estruturas a serem estudadas serdo a Adoutina-X,
Condalina-A e Discarina-C.(Figura 7)



HsC 0 \ ° \
] o O
H4C Y ©_§_< Y—N
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CHJC
Adoutina X Condalina
i \
/o O\\ N
H—N N H CH,
0 H
CHs
H3C N
/ “CH,
CH{1C
Discarina C

Figura 7 - Estrutura da Adoutina-X, Condalina-A e Discarina-C.

1.4 Adoutina-X

A Adoutina-X (Figura 8), integra o grupo dos alcaloides
ciclopeptidicos que apresenta um anel macrociclo de 14 membros e
composto por 4 unidades em sua estrutura, sendo assim denominado de
um alcaloide 4(14). Estudos relatam o isolamento deste alcaloide em
plantas das espécies Ceanothusamericanus(Rhamnaceae)®%® e
Waltheria americana (Sterculiaceae).™
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HyC

24

/ 28
CH{1C
26
Figura 8- Estrutura da Adoutina-X.

Dados de RMN 1H e 13C referentes a sua elucidagéo estrutural
estéolistados na Tabela 1.%
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Tabela 1 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 13C para a Adoutina-X.

H/C 6 'H (ppm) J (Hz) 6 3C (ppm)
1 - 156,18
3 4,99 J34=703317=2,1 8179
4 4,77 59,36
5 - 172,11
6 5,86 -

7 3,98 55,37
8 - 167,07
9 6,41 -

10 6,64 125,80
11 6,33 116,63
12 - 131,98
13 7,02-7,24 Arométicos 130,12
14 7,02-7,24 Jorto= 7,8 Imeta = 2,8 122,66
15 7,02-7,24 123,09
16 7,02-7,24 131,79
17 1,94 19,04
18 1,25 15,14
19 0,98 11,70
20 7,63 -

21 - 173,87
22 2,81 29,70
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

1,35/1,60
1,79
0,86

2,22
2,22
2,09
1,21/1,30
0,80
0,71

34,88
26,25
21,83
21,83
41,94
41,94

35,29
15,94
20,36

Dados: 400,1 e 100,2 MHz, CDCl5.*

1.5 Condalina-A

A Condalina-A (figura 9), faz parte do grupo dos alcaloides

ciclopeptidicos apresentando um anel macrociclo de 14 membros e é
composta por 4 unidades béasicas, fazendo parte do grupo 4(14). Esse
alcaloide foi isolado pela primeira vez da espécie Condaliabuxifolia,
pertencente a familia Rhamnaceae juntamente com outros alcaloides ja
conhecidos.®
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Figura 9- Estrutura da Condalina-A.

A elucidacdo estrutural desse alcaloide foi realizada através de métodos
espectroscég)icos de RMN. Na tabela 2 os deslocamentos quimicos de
1H e de 8C. 3%
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Tabela 2 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 3C para a Condalina-A.

H/C & 'H (ppm) J (H2) & 3C (ppm)
1 - 158,6
3 5,75 86,3
4 4,69 J121=9,2 55,3
5 - 167,0
6 8,03 Js7=9,0 -
7 3,95 J7e = 9,0 J7z0 = 56,8
4.4
8 - 169,2
9 8,49 -
10 5,96 Jio1r = 7,3 Jyoo = 1314
9,0
11 6,74 J1110=7,3 126,9
12 - 132,4
13 7,00 129,4
14 6,93 1244
15 7,14 119,8
16 6,91 1217
17 - 139,7
18 7,58 126,0
19 7,34 127,6
20 7,24 127,0
21 8,76 J2n4=93 -

22 - 176,6
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23 3,85 Jo320 = 5,6 dysoe= 645
13,6

24 3,02 39,2
25 - -

26 7,0-7,5 138,2
27 7,0-7,5 128,0
28 7,0-7,5 129,9
29 1,89 37,6
30 1,33 34,2
31 0,92/1,29 24.4
32 0,78 Js330= 6,5 15,2
33 0,75 J3233= 6,5 10,8

Dados: 400,1 e 100,2 MHz, DMSO-dg.>>*

1.6 Discarina-C

A Discarina-C (Figural0O), também faz parte do grupo dos
alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros 4(14). Esse alcaloide foi
isolado pela primeira vez da espécie Discaria febrifuga pertencente a
familia Rhamnaceae. Posteriormente isolada também da espécie
Discaria americana. Dados da literatura para os deslocamentos de
RMN de *H e 33C estéo listados na Tabela 3.*
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Figura 10- Estrutura da Discarina-C.

Tabela 3 - Deslocamentos quimicos de RMN de H e 3C para a Discarina-C

H/C o 'H (ppm) J (Hz) o BC (ppm)
1 - 155,3

3 6,16 J=64 81,9

4 4,74 J=64,88 55,9

5 - 171,1

6 6,26 J=8,0

7 4,14 54,0
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8

9

10

11

12

13

14

15

16

17
18/18’
19/19°
20

21

22

23
24/24°
25

26

27

28

29
30/30°
31

32

6,61
6,73
6,37
7,12-7,55
7,12-7,55
7,12-7,55
7,12-7,55
7,12-7,55
7,12-7,55
7,12-7,55
7,32

2,61
1,00/1,31
1,23
0,71
0,79
1,66
1,66
1,27/1,77
1,61
0,79

J=10,4
J=7,6,104
J=706

J=48,52

J=68
J=68

J=6,8

167,5

125,6
115,0
132,7
123,6-132,1
123,6-132,1
123,6-132,1
123,6-132,1
137,2
127,8-129,0
127,8-129,0
127,8-129,0

1738
65,4
33,7
24,4
20,5
21,8

40,9
40,9
26,1
23,2
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33 0,87 J=6,4 22,8

Dados: 400,13 e 100,62 MHz, CDCl.*
1.7 Efeito do Campo Magnético nos Alcaloides Ciclopeptidicos

Sabe-se que o campo magnético (Bg) tem grande influéncia
sobre a qualidade (resolucdo) e analise de um espectro em RMN, além
dos fatores concentracdo, pureza da amostra, entre outros. Os alcaloides
ciclopeptidicos apresentam uma complexidade estrutural elevada, sendo
necessaria assim, obtencdo de espectros que apresentem uma alta
resolucdo.

O fendmeno de ressonancia magnética nuclear ocorre quando
um campo magnético € aplicado, alinhando os nucleos e induzindo uma
absorcdo de energia modificando a orientacdo de spin em relacdo ao
campo. Ao ser aplicada essa energia através de B, cria-se uma
diferenca de energia entre os spins (-1/2, +1/2), diretamente
proporcional ao campo magnético.® (Figura 11)

/
mg = - 12

AE = (hy/2m) By

ENERGIA
|

mg =+1/2

CAMPO MAGNETICO -
Figura 11— Gréfico da variacdo de energia (separacdo de spins) em fung¢éo do
campo magnético aplicado.
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Quanto maior a intensidade do campo, maior se dard a
separacdo dos niveis energéticos. Dada entdo uma energia ao sistema na
forma de radiofrequéncia, ocorre uma transicdo entre esses niveis,
iniciando o processo de ressondncia. Essa energia radiada entdo é
captada e transformada em sinais no espectro. Se a energia radiada for
alta (maior intensidade de By) a sensibilidade do aparelho de RMN sera
maior, apresentando ao final, espectros com sinais bem definidos, finos
e em alta resolucdo. O aumento da intensidade do campo também
melhora a relacdo sinal/ruido, que, principalmente nos espectros de
RMN de 2D, garante uma melhor visualizacdo dos picos de cruzamento
mais fracos (como no NOESY), isto é, aumenta a sensibilidade.

Para melhor compreensdo pode-se comparar como exemplo espectros
de um mesmo composto, aplicado a diferentes intensidades de campo
magneético (B,).(Figura 12)
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Figura 12 — Variagdo na intensidade do campo para o 2-metil-2-butanol, &

plotado em Hz.
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1.8 Efeito do Solvente no Deslocamento Quimico

Sabe-se que na ressonancia magnética nuclear o deslocamento
quimico de hidrogénios e carbonos pode ser afetado por uma série de
fatores tais como: presenca de atomos eletronicamente carregados
(oxigénio, nitrogénio, etc.), interagdes com solventes, temperatura. Os
hidrogénios em especifico, ligados a atomos diferentes de carbono,
podem sofrer mais com alteragdes feitas na temperatura, concentracéo e
solventes utilizados. Sabe-se que em muitas estruturas ocorrem ligacdes
de hidrogénio intramoleculares, que diminuem a densidade eletrdnica
em torno dos hidrogénios causando-lhes uma maior desblindagem.
Nestes casos 0 uso de solventes polares ou apolares deve ser feito com
cautela sendo que os mesmos afetam na interagdo das ligacdes de
hidrogénio. Solventes apolares diminuem a formacdo de ligacGes de
hidrogénio.*

Solventes apréticos como DMSO-dgsdesfavorecem a formagéo
de ligacéo de hidrogénio intramolecular.*’

Por isso ao analisarmos compostos iguais em solventes
diferentes, como por exemplo, CDCl; e DMSO- dg pode-se observar
uma diferenca nos deslocamentos quimicos principalmente nos
hidrogénios amidicos (para os alcaloides ciclopeptidicos). Na Tabela
4pod3%-se observar estes fatos para a discarina B e Franganina (Figura
13).

18 24 12
HsC 0 N
2 o \ 10
0 9
HsC . YN
19 6 7 H 3
H—Nz20 N CHs
H 29
21%0 30
23 CH
2 22 50
H3C—(24 N._2T
CHy 1y.¢ “CHs
26 35 _
37 36 Franganina

Discarina B

Figura 13- Estruturas da Discarina B e Franganina.
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Tabela 4- Deslocamentos quimicos de H em RMN da discarina B e
franganina em DMSO- dge CDCls,.

Discarina B Franganina
(ppm) &'H i G s | §EC §'H §=C §'H §=C
HC CDCls DMSO0- ds CDCls DMSO- ds
3 401dd 81,6 490dd 814 5,05 81,94 4,79 dd 82,62
4 444dd 557 452dd 542 4,51 dd 55,25 4.43dd 55,21
[} 5,96 d 6,50 d 5901d 7,56 d
1 426m 543 420m 53.0 4.12 ddd 52,80 3.89dd 52,11
9 6,13d 6,85d 6,53d 7,024d
10 6,48 1256 620dd 1247 6,73 dd 125,90 6,37dd 126,74
11 6,204d 1140 6404 1229 642d 115,98 6,484d 121,16
17 199m 201 210m 273 1,98 m 29,52 2.16m 28.56
18 1,234 20,1 1,25d 213 1,33d 20,60 1,124 21,08
19 0.98d 14.9 1.05d 13,9 1.03d 15,19 0.904d 15,65
20 7,07 7,80 d 7,93d 8334
2 2.444d 40 263 715 2.87dd 66,27 3.07dd 64.30

Dado: 400 MHz *
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da variagdo de condigdes experimentais de
analises por RMN na determinacdo da estereoquimica, configuragéo
relativa e/ou absoluta da Discarina-C, Adoutina-X e Condalina-A (C-3 e
C-4) e suas conformacdes.

2.1.1 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito no aumento da intensidade do campo magnético na
qualidade dos dados de RMN obtidas para a Adoutina-X.

- Atribuicdo dos sinais de RMN de *H da Adoutina-X para a regido dos
aromaticos e confirmagcdo dos respectivos carbonos, utilizando as
técnicas mono (*H e 13C) e bidimensionais (COSY. NOESY e HSQC).

- Comparar os dados tedricos da literatura com os obtidos para a
Discarina-C, Condalina-A e Adoutina-X.

- Analisar o efeito da troca de solventes CDCl;e DMSO-dg nos
espectros da Condalina-A, observando as variacdes de deslocamento
guimico.

- Comparar as informacGes obtidas por RMN para a Discarina-C e
Condalina-A com a analise cristalogréafica por raios-X.
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3 METODOLOGIA
3.1 Obtenc&o da Amostra

As amostras foram gentilmente fornecidas (isoladas e cedidas)
pelo Prof. Dr. Ademir Farias Morel, do Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais (NPPN), da Universidade Federal de Santa Maria,
através de um projeto de cooperacdo interinstitucional.

Os alcaloides ciclopeptidicos foram analisados através da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear na central de analise
da UFSC (NMR-400) e no Instituto de Quimica da Universidade de
Buenos Aires — Argentina (NMR-500) pelo professor Jorge Alejandro
Palermo. Dados ja existentes na literatura auxiliaram na atribuicdo da
estereoquimica sendo incorporados dados novos e de suma importancia.

3.2 Preparacdo da Amostra

As analises de RMN foram realizadas utilizando 37 mg de
composto em solvente deuterado cloroformio (CDCls) e
dimetilsulféxido (DMSO-dg), (CIL — Cambridge IsotopeLaboratories,
Inc., USA) em 0,7 mL de solvente em tubos de 5 mm.

3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e *C

Os espectros de RMN de 'H e **C foram realizados em um
espectrdmetro Varian Mercury Plus AS400 e em equipamento Bruker
AM 500 MHz. As frequéncias observadas para o ‘H e *C foram
respectivamente 400,1 MHz e 100,32 MHz em aparelho de 400MHz e
500,1 MHz e 125,77 MHz em aparelho de 500 MHz. Para calibragéo
dos espectros foi utilizado como referéncia interna o TMS 0,01% v/v (6
0,00) para os espectros de hidrogénio, e para a calibragdo dos espectros
de carbono utilizou-se DMSO-dg (6 39,50) e CDCl3(d 77,00). Os
deslocamentos foram registrados em ppm (partes por milhdo) e as
constantes de acoplamento (J) foram calculadas em Hertz (Hz). Os
espectros 1D e 2D foram processados em um software VNMR 6.1 C.

Dados de espectros de RMN de *H e **C:
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'H a 400 MHz: 32 scans, pulso de observagdo de 45 graus e
tempo entre pulsos de 1s. Interferogramas obtidos com 32 K de
memdria em transformadas com fator de linha de 0,1 Hz.

13C a 100 MHz: 5000 scans, pulso de observacdo de 45 graus e
tempo entre pulsos de 2 s. Interferogramas obtidos com 65 K de
memodria de transformadas com fator de linha de 1 Hz.

Medidas de NOESY a 400 MHz: nas condigdes experimentais de 16
scans, DS = 16, SW = 10 ppm, nimero de experimentos = 256, LB = 0
Hz em Fl e F2, SI = 2 k, tempo de mistura = 0,2 s.

Medidas de NOESY a 500 MHz: nas condi¢es experimentais de 4
scans, DS = 16, SW = 10 ppm, nimero de experimentos = 256, LB =0
Hz em Fl e F2, SI = 2 k, tempo de mistura =0,2 s.

Medidas de HMBC: nas condicdes experimentais de 32 scans, DS= 16,
SW 1H = 10 ppm, SW 13C = 240 ppm, nimero de experimentos = 512,
LB=0HzemFleF2,SI1H=1k, SI13C=2k.

Medidas de HSQC a 400 MHz: nas condigBes experimentais de 32
scans, DS = 16, SW 1H = 10 ppm, SW 13C = 160 ppm, ndmero de
experimentos =512, LB=0HzemFleF2,SI=2Kk.

Medidas de HSQC a 500 MHz: nas condic¢Oes experimentais de 2 scans,
DS = 16, SW 1H = 10 ppm, SW 13C = 165 ppm, nimero de
experimentos =512, LB=0HzemFleF2,SI=1k.

Medidas de COSY a 400 MHz: nas condic¢des experimentais de 2 scans,
DS = 4, SW = 10 ppm, nimero de experimentos = 512, LB = 0 Hz em
FleF2,SI=2k.

Medidas de COSY a 500 MHz: nas condi¢Bes experimentais de 4 scans,
DS = 8, SW = 10 ppm, nimero de experimentos = 512, LB = 0 Hz em
FleF2,SI=2k.

3.4 Dados relativos a Adoutina-X, Condalina-A e Discarina-C
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3.4.1. Adoutina-X: Sélido branco, amorfo de Pf.: 277 — 279 °C; [a]p =
-316° e -370° (em CDCl,) e Rf.: 0,5 (CHCl;— MeOH, 98:2).

Dados de RMN de *H em ppm a 500,1 MHz, em CDCl;: 6 (ppm) 5,01
(d/d, ‘]3,7 =2 \]3’4 = 7, H-3), 4,46 (d/d, \]4’3 = 6,85, 14,20 = 7,2, H'4), 5,96
(d, Js7 = 8,0, H-6), 3,98 (d/d, J = 8,4, 4,0, H-7), 6.46 (d, Jo11 = 9.2, H-
9), 6.66 (d/d, Jl()’g =10 \]10111 = 7,6, H'lO), 6.38 (d, \]11110 = 76, H'll),
7.14 (H-13), 7.06 (m, H-14), 7.07 (m, H-15), 7.20 (H-16), 1.94 (m, H-
17), 1.28 (d, ‘]18,17 = 68, H'18), 0.98 (d, \]19'17 = 68, H'lg), 7.80 (d, J20‘4
= 8.8, H-20), 2.83 (d/d J = 8.8/6.3, H-22), 1.60/1.32 (m, H-23), 1.80
(m, H-24), 0.88 (d, Jzs.24 = 6.4, H-25), 0.95 (d, Jzs.24 = 6.4, H-26), 2.21
(s, H-27), 2.21 (s, H-28), 2.14 (m, H-29), 1.20 (m, H-30), 0,81 (t, J =
7.2, H-31), 0.70 (d, J32’29 = 68, H'32)

Dados de RMN de 3C em ppm a 125,77 MHz, em CDClj3: & (ppm)
156.10 (C-1), 81.42 (C-3), 55.08 (C-4), 174.12 (C-5), 59.43 (C-7),
167.21 (C-8), 114.47 (C-10), 116.59 (C-11), 123.40 (C-13), 132.00 (C-
14), 130.27 (C-15), 123.00 (C-16), 29.52 (C-17), 20.36 (C-18), 15.03
(C-19), 172.35 (C-21), 66.31 (C-22), 21.92 (C-23), 26.41 (C-24), 21.70
(C-25), 23.16 (C-26), 41.89 (C-27), 41.89 (C-28), 43.10 (C-29), 11,83
(C-31), 15,86 (C-32).

3.4.2 Condalina-A: Sélido branco, amorfo de Pf.: 115 — 116 °C; [a]p>
=-73° (c 0,08 em MeOH) e (CHCl;— MeOH).

Dados de RMN de *H em ppm a 400,1 MHz, em DMSO-ds: & (ppm)
5,75 (s, H-3), 4,68 (d, J1.1 = 9,2, H-4), 8,03 (d, Js.7= 9,0, H-6), 3,95 (dd,
\]7,6 = 9,0, J7y30 =44, H'?), 8,49 (NH'g), 5,96 (d, JlO,ll =7,3; J10,9 =9,0,
H-10), 6,74 (d, Ji110 = 7,24, H-11), 7,00 (H-13), 6,93 (H-14), 7,14 (H-
15), 6,91 (H-16), 7,58 (H-18), 7,34 (H-19), 7,24 (H-20), 8,76 (d, Jz1.4 =
9,3, H'21), 3,85 (dd, J23'24 = 5,6, J23’24’ = 13,6, H'23), 3,02 (H-24), 7,0-
7.5 (H-26 — H-28), 1,89 (s, H-29), 1,33 (m, H-30), 0,92/1,29 (m, H-31),
0,78 (d, \]33'30= 6,5, H'32), 0,75 (t, J32’33= 6,5, H-33)

Dados de RMN de 3C em ppm a 100,32 MHz, em DMSO-dg: & (ppm)
159,2 (C-1), 87,0 (C-3), 56,0 (C-4), 166,7 (C-5), 57,2 (C-7), 168,4 (C-
8), 131,9 (C-10), 127,3 (C-11), 132,8 (C-12), 130,0 (C-13), 125,0 (C-
14), 120,2 (C-15), 122,2 (C-16), 139,9 (C-17), 126,5 (C-18), 127,9 (C-
19), 127,6 (C-20), 173,0 (C-22), 63,0 (C-23), 38,4 (C-24), 137,0 (C-25),
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129,0 (C-26), 129,8 (C-27), 36,9 (C-29), 33,6 (C-30) 24,7 (C-31), 15,6
(C-32), 11,1 (C-33).

3.4.3 Discarina-C: Sélido branco, amorfo de Pf.: 241 — 242 °C; [o]p®° =
-239° (c 0,1 em CDCly) e Rf.: 0,57 (CHCI;— MeOH, 98:2).

Dados de RMN de *H em ppm a 400,1 MHz, em CDClj: 6 (ppm) 7.32
(H-21, s), 7.12-7.55 (H-18,18°,19,19°,20, m), 7.12-7.55 (H-13,14,15,16,
m), 6.73 (H-10, dd, \]10111 = 7.6, \]1019 =104 HZ), 6.61 (H'g, d, J9,10 =
10.4 Hz), 6.37 (H-11, d, J1110 = 7.6 Hz), 6.16 (H-3, d, Js.4 = 6.4 Hz),
6.26 (H-6, d Jo7= 8.0 Hz), 4.74 (H-4, dd, Ju5 = 6.4, J421 = 8.8 Hz), 4.14
(H'?, m), 2.61 (H-23, dd, J23’24: 48, \]23’24’: 5.2 HZ), 1.66 (H'28,29, S),
1.77/1.27 (H-30,30°, m), 1.61 (H-31, m), 1.31/1.00 (H-24,24*, m), 1.23
(H-25, 1), 0.87 (H-33, d, Jsz.z1 = 6.4 HZ), 0.79 (H-27, d, Jo7 55 = 6.8 HZ),
0.79 (H'32, d, \]32’31: 6.8 HZ), 0.71 (H-26, d, J25’25 =6.8 HZ)

Dados de RMN de C em ppm a 100,32 MHz, emCDCls: & (ppm)
173.8(C-22), 171.1 (C-5), 167.5 (C-8), 155.3 (C-1), 137.2 (C-17), 132.7
(C-12), 132.1-123.6 (C13-16), 127.8-129.0 (C-18-20), 125.6 (C-10),
115.0 (C-11), 81.9 (C-3), 65.4 (C-23), 55.9 (C-4), 54.0 (C-7), 40.9 (C-
28,29), 39.1 (C-30), 33.7 (C-24), 26.1 (C-31), 24.4 (C-25), 23.2 (C-32),
22.8 (C-33), 21.8 (C-27), 20.5 (C-26).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Andlise por NOESY e difracdo de raios-X da Discarina-C

Utilizando dos dados e das técnicas descritas na literatura para
determinacéo da estereoquimica (relacdo das constantes de acoplamento
e curva de Karplus, interagdes espaciais, deslocamentos quimicos) e
conformacdo para os carbonos C-3 e C-4 e seus respectivos hidrogénios,
pode-se determinar a configuragdo da unidade -fenilserina de
Discarina-C. De acordo com os dados de RMN de *H, a constante de
acoplamento para os hidrogénios metinicos H-3 e H-4 é de J;, = 6,4 Hz
com deslocamentos quimicos de 6,16 e 4,74 ppm respectivamente.
(Figura 14)

Figura 14- Espectro expandido de RMN de *H da Discarina-C & = 4,70-6,20
ppm. (CDCls, 400 MHz)

Para confirmagdo da existéncia do acoplamento entre estes
hidrogénios utilizou-se o espectro de RMN de 2D COSY .(Figura 15)
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Figura 15- Espectro expandido de RMN de COSY da Discarina-C. (CDCls, 400 MHz)
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Como esperado, os sinais de cruzamento para H-3 e H-4
aparecem no espectro de COSY e ainda pode ser visto o sinal de H-4
com H-21 (821 = 7,32 ppm), concordando com a existéncia de uma
unidade B-fenilserina.

Através do espectro de RMN de 2D de HSQC constata-se que o
hidrogénio H-3 esta correlacionado com o carbono de & = 81,9 ppm ¢
H-4 com carbono de & = 55,9 ppm, o que esta de acordo com a literatura
para os carbonos C-3 e C-4. (Figura 16)

H-3/C-3 2F0
6,16/81,9 s CHy

Figura 16- Espectro expandido de RMN de HSQC da Discarina-C. (CDCls,
400 MHz)

A partir dos dados de deslocamento de C-3 e C-4 (81,9 e 55,9
ppm) e da constante de acoplamento entre H-3 e H-4 de J = 6,4 Hz
pode-se comparar com os dados tedricos de Karplus constatando-se uma
configuragcdo L-eritro com duas possibilidades de angulo diedro de
aproximadamente 27,5° ou 134,0°. Para confirmar essa configuracdo
deve-se analisar as correlagdes espaciais no espectro de NOESY. Além
da configuracdo da unidade e conformagéo entre os hidrogénios 3 e 4,
espera-se observar interagdes com hidrogénios préximos que participam
da unidade B-fenilserina. (Figura 17)
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Figura 17- Espectro expandido de RMN de NOESY da Discarina-C. (CDCls,
400 MHz)

No espectro de NOESY deve-se tomar certo cuidado ao
determinar o resultado para a configuracdo da unidade. O esperado para
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0 espectro de NOESY é que ndo fosse observado um sinal forte entre H-
3 e H-4 para que os resultados tedricos obtidos através da curva de
Karplus fossem corroborados. Como pode ser visto na Figura 17, o sinal
para estes hidrogénios é bem pouco intenso em rela¢do a outros sinais
vistos no espectro. Afirmar que o angulo diedro para H-3 e H-4 ¢é de
27,5° somente porque existe um sinal de NOE ¢é incorreto.
Primeiramente ndo seria coerente comas aproximacdes tedricas de
Karplus um angulo de 27,5° e a configuracdo L-eritro. Mas como séo
apenas aproximacdes sem levar em consideracao varios fatores fisicos e
quimicos, poderia ser esperado algum tipo de erro. Mas outro fato
determinante e que ndo pode ser esquecido, € a intensidade dos sinais. A
intensidade do sinal como ja comentado, é bem pequena em relacdo a
outros sinais, por exemplo, entre o hidrogénio metinico H-4 e o
hidrogénio amidico H-6, ainda pode ser observado que o corte do
espectro foi baixo, apresentando um forte ruido observado na regido dos
aromaticos. Finalizando, de acordo com o conjunto de dados
apresentados, o esperado para a configuracio relativa dessa unidade é
como sendo L-eritro com um angulo diedro de aproximadamente
138,00, sendo que a conformacao destes hidrogénios estd num equilibrio
anti/gauche.

A literatura nos d& informagdes sobre os dados de raios-X e
estrutura (Figura 18) da Discarina-C e assim pode-se obter a
configuragdo absoluta e comparar se a mesma esta de acordo com 0s
dados obtidos pelos métodos de RMN.*
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Figura 18 — Estrutura do sal da Discarina-C obtida através da difracéo de raios-

De acordo com os dados de raios-X, observou-se que 0s
hidrogénios estdo huma conformagdo proxima a anti, ndo foi fornecido
0 valor de angulo mas a estrutura apresenta uma configuracéo L-eritro,
como o previsto pelos dados de RMN. A distancia entre H-3 e H-4 foi
de 3,49 A, uma distancia menor que 5 A, assim, confirmando a presenca
do sinal de NOESY, além do fato de os hidrogénios estarem numa
conformacdo anti/gauche.

4.2 Efeito do campo sobre o alcaloide Adoutina-X

Sabendo do efeito que o campo magnético (B,) causa na
qualidade dos espectros (aumento da resolucdo e defini¢do), analisou-se
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o0s espectros do alcaloide ciclopeptidicoAdoutina X, representado pela
Figura 19, com interesse especial nas regides compreendidas entre 6 =
0,5-2,5 ppm (regido onde se concentram 0s hidrogénios metilicos
(CH3), metilénicos (CH,) e metinicos (CH), e 6 = 6,7-7,5 ppm regido
dos aromaticos.

H,C

) i) 2 H3C35 9H3
H3C N
24 / \cngB
CH{1sG
Adoutina X

Figura 19. Estrutura do alcaloide Adoutina-X.

O espectro de RMN de 'H da Adoutina-X é mostrado nas
figuras 20 e 21, para as frequéncias de 400 MHz e 500 MHz.
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Figura 21 — Espectro de RMN de 'H da Adoutina-X. (CDCls;, 400 MHz)

Dos espectros completos de RMN de *H de 500 MHz e 400
MHz, a mudanc¢a de campo ndo afetou significativamente a qualidade
dos mesmos num primeiro momento de analise. Percebem-se algumas
diferencas como na regido dos aromaticos onde hd uma melhor
separacdo dos picos e aparentemente uma definicdo maior dos
acoplamentos. Outra diferenga visivel estd na regido entre 6 = 1,4-2,0
ppm, uma resolucdo e definicdo de picos maior para o espectro de 500
MHz, o que era de se esperar. No conjunto, depois desta primeira
analise, todos os picos apresentam uma melhor definicdo, portanto seus
acoplamentos devem ser mais bem visualizados e até determinados com
maior facilidade.

Através das expansOes poderd ser feita uma andlise mais
detalhada para cada pico e regido do espectro. Da regido compreendida
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entre 6 = 0,65 e 1,35 ppm situam-se basicamente os sinais dos
hidrogénios metinicos e metilénicos. (Figuras 22 e 23)

18

30

1.3 1.2 1.1 1.0 [ 0.9 0.8 0.7 ppm
Figura 22 — Espectro de RMN de *H expandido da Adoutina-X & = 0,67-1,33
ppm. (CDCls;, 400 MHz)
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Figura 23 — Espectro de RMN de 'H expandido da Adoutina-X & = 0,65-1,35
ppm. (CDCl3, 500 MHz)

Para o primeiro conjunto de expansdes verificou-se a presenca
de outros picos que até entdo no espectro de 400 MHz nédo podia ser
observados. A determinacdo destes hidrogénios ndo é afetada pela
presenca destes novos picos. Esse aparecimento se deve ao fato de o
composto estar sob influéncia de um campo magnético mais forte,
assim, impurezas que ndo foram totalmente eliminadas no processo de
purificacdo, devem aparecer sob o efeito deste campo mais forte. Essas
impurezas podem ser estereoisdmeros devido ao fato de apresentarem
picos bem caracteristicos ao do composto majoritario ou de alcaloides
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do mesmo grupo. As técnicas de extracdo e purificacdo foram
orientadas no sentido de se obter apenas aAdoutina-X.

Outra expansao importante estad compreendida no deslocamento
entre 6 = 5,6-8,0 ppm, regido dos hidrogénios amidicos, olefinicos e
aromaticos. (Figura 24 e 25)

10
20 2. 9

Figura 24 — Espectro de RMN de *H expandido da Adoutina-X & = 5,6-8,0
ppm. (CDCls, 400 MHz)
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Figura 25 — Espectro de RMN de 'H expandido da Adoutina-X & = 5,6-8,0
ppm. (CDCl;, 500 MHz)

Para o hidrogénio amidico H-9, pode ser observado que em 400
MHz existe somente o conjunto de trés picos diferente do visto em 500
MHz que define 4 picos. Outra fator regido importante a ser analisada é
referente aos aromaticos entre & = 7,0 ¢ 7,2 ppm. Essa regido nos
fornece dados para a determinacdo dos quatro hidrogénios aromaticos.
Comparando 0s espectros percebe-se que para os hidrogénios de
deslocamento quimico em 7,20 e 7,14 0 nimero de desdobramentos nao
se alterou, ocorrendo uma mudancga somente na resolugdo dos picos.

A regido compreendida entre 6 = 7,0 ¢ 7,1 ppm, o conjunto de
desdobramentos apresentado é insuficiente para a determinacdo dos
outros dois hidrogénios que compde o anel aromatico da estrutura, além
de estarem muito proximos apresentando quase que um pico alargado.
Para esta regido, pode-se determinar 4 sinais de desdobramento em
RMN de 400 MHz diferentemente do obtido para 0 RMN de 500 MHz,
0 nimero de desdobramentos quase que dobra, apresentando 7 sinais.
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A expansdo para a regido dos aromaticos referente ao espectro
feito em RMN de 400 MHz pode ser verificada na Figura 26.

HSQ N
H—N> N«Q\
N0 H —
— HiC CHs :13
HC— /N\C,Hs = H g
CH{1C 2 b

14

& e 16

7.22 7.20 7.18 7.16 7.14 7.12 7.10 7.08 7.06 7.04 7.02

Figura 26 — Espectro de RMN de tH expandido da Adoutina-X & = 7,02-7,22
ppm. (CDCls;, 400 MHz)

No espectro apresentado na Figura 26 percebe-se 0s poucos
desdobramentos e baixa resolu¢do, principalmente na regido ja discutida
de deslocamento quimico entre 7,02 e 7,08. Outra diferenga vista é que
ndo existem quatro sinais de desdobramento para o hidrogénio de
deslocamento 7,20 ppm e sim trés.

Mesmo com o auxilio dos métodos de RMN 2D, ndo é possivel
a determinagdo desses hidrogénios aromaéticos utilizando espectros
feitos num aparelho de RMN de 400 MHz, pois a maior parte destes
métodos utiliza matrizes de espectros de 1D de *H. Nesses casos, 0s
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sinais sdo muitos proximos entre si, impossibilitando a determinacgdo
dos mesmos.

Desta maneira, utilizou-se os espectros de RMN de 500 MHz
de *H e os métodos bidimensionais para determinacdo dos hidrogénios
aromaticos da Adoutina-X.

4.3 Determinacao dos H’s aromaticos da Adoutina X

Apos andlise do efeito do campo sobre a Adoutina-X, pode-se
determinar os sinais exatos para cada um dos quatro hidrogénios
aromaticos. Do espectro de *H de RMN expandido na regido entre 6 =
7,0 e 7,3 ppm (figura 27), observa-se 0s seguintes sinais de acoplamento
caracteristicos de aromaticos disubstituidos-1,4, Joro= 7,8 HZ € Jeta=
2,8 Hz, em relagdo a funcéo éter.

15 16
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H H
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Figura 27 — Espectro expandido de RMN de H da Adoutina-X, 8 = 6,3-7,4
ppm. (CDCl3, 500 MHz)

Analisando somente estas constantes de acoplamento ainda néo
é possivel determinar os sinais especificos para cada hidrogénio. Para
isso, 0s métodos de RMN 2D podem ser (teis.

Do espectro de COSY, pode ser obtido os sinais de cruzamento
3J (por ligacBes) entre hidrogénios. Além disso, pode-se comparar 0s
espectros para 500 MHz e 400 MHz (Figura 28)
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Figura 28 — Espectro expandido de RMN de COSY da Adoutina-X para 500 e
400 MHz. (CDCly)

Verificou-se que o hidrogénio em 7,05 ppm correlaciona-se com o
hidrogénio em 7,20 ppm e o hidrogénio em 7,06 ppm com o de
deslocamento 7,14 ppm. Essas correlacbes mostram que estes
hidrogénios que apresentaram sinais de cruzamento devem estar ligados
a carbonos vizinhos. Confirma-se também que a partir do espectro de
COSY de 400 MHz, seria impossivel a determinacéo desses hidrogénios
aromaticos devido a sua proximidade, sendo somente possivel quando
analisados em um campo de maior intensidade.

Ainda ndo é possivel determinar utilizando somente o espectro
de COSY, por isso observou-se também o espectro 2D de HSQC. No
método HSQC é possivel identificar quais sdo os carbonos que estdo
ligados aos seus respectivos hidrogénios. (Figura 29)
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Figura 29 — Espectro expandido de RMN de HSQC da Adoutina-X 3, = 6,0-7,4
ppm e &, = 110-135 ppm. (CDCl;, 500 MHz)

Nesse espectro constataram-se 0s seguintes sinais: o hidrogénio
em 7,20 ppm acoplando com o carbono em 123,00 ppm, 7,14 ppm que
acopla com 123,40 ppm, 7,06 ppm acopla com 130,27 ppm e por fim
7,05 que acopla com o sinal de carbono em 132,00 ppm. De acordo com
os dados da literatura e os estudos feitos 0s seguintes carbonos sdo
respectivamente: & 123,00 (C-15), 123,40 (C-14), 130,27 (C-13) e
132,00 (C-16).

Para que haja confirmagao real desses hidrogénios e carbonos,
pode-se verificar ao final o espectro de NOESY, que faz a correlacéo
espacial entre hidrogénios proximos (distancia menor que 5 A). (Figura
30)
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Figura 30 — Espectro expandido de RMN de NOESY da Adoutina-X & = 3,8-
8,0 ppm. (CDCl3, 500 MHz)

Finalmente do espectro de NOESY, pode-se confirmar os
hidrogénios aromaticos com seus respectivos deslocamentos assim
como seus carbonos. O sinal em 7,14 ppm apresenta proximidade
espacial com o hidrogénio H-4, confirmando que este é o H-14, o sinal
em 7,20 apresenta uma interacdo com H-3, portanto, este sinal € relativo
ao H-15. J4 o sinal em 7,06 correlaciona-se com H-11 e H-9, portanto
este sinal refere-se ao hidrogénio H-13. Por fim o sinal em 7,05 é
relativo ao H-16. Os hidrogénios aromaticos se relacionam entre si,
apresentando sinais entre H-15/H-16 e H-14/H-13. Podem ser
observadas estas interacfes na figura 31 e um resumo dos sinais na
Tabela 5.
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H3C N
/ ~CHj
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Figura 31 — Estrutura da Adoutina-X e interacGes espaciais dos hidrogénios

aromaticos.

Tabela 5- Dados de RMN 'H e 3C e métodos 2D na determinacdo dos

hidrogénios aromaticos.
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HC &Hppm) &Hppm)  5°Cppm) 5°Clppm)  COSY(ppm) HSQC(ppm)  NOESY 500MHz

500MHz 400 MHz 500 MHz 400 MHz 500MHz 500MHz
H-13 7,06 7.02-7.24 130,27 130,12 7.06/7,14 7,06/130,27 H-9;H-11; H-14
H-14 714 7.02-7.24 123,40 122,66 7.14/7,06 1,14/123,40 H-4; H-13
H-15 720 7.02-7.24 123,00 123,09 7.2007,05 7,20/123,00 H-3;H-16
H-16 7.05 7.02-7.24 132,00 131,79 7,05/7,20 7,05/132,00 H-15

4.4 Analise do NOESY e determinacdo da configuracao relativa da
Adoutina-X

O alcaloide ciclopeptidicoAdoutina-X teve sua estereoquimica
relativa confirmada através dos dados de NOESY, que mostra os
hidrogénios préximos no espaco, e analise da Curva de Karplus através
das constantes de acoplamento, além de dados obtidos dos métodos
mono e outros bidimensionais de RMN. Assim, pode-se determinar a
configuracdo para C-3 e C-4 que sdo os de maior interesse e também
para seus respectivos hidrogénios.

Do espectro monodimensional de RMN de 'H atribuiu-se o
valor do hidrogénio metinico H-3 (8 5,01 ppm) com uma constante de
acomplamento de J;4 = 6,85 Hz e 0 hidrogénio metinico H-4 (8 4,46
ppm) com J,3 = 6,85 Hz (Figura 32). Em seguida foram confirmados
com o espectro de RMN de COSY. (Figura 33).
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Figura 32 — Espectro expandido de RMN de *H da Adoutina-X. (CDCl;, 500
MHz)
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Figura 33 — Espectro expandido de COSY da Adoutina-X, 6= 3,5 a 8,5
ppm.(CDClI3, 500 MHz)

J& o0 espectro de RMN de 3C mostrou que para 0 C-3 0
deslocamento quimico foi de § = 81,42 ppm e C-4 de & = 55,08 ppm,
confirmados pelo método heteronuclear HSQC (Figura 34).
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Figura 34 — Espectro expandido de HSQC da Adoutina-X, 8=2,6 a 5,3
ppm.(CDClI;, 500 MHz)

Entéo para o sistema B-hidroxileucina na Adoutina-X, a forma
apresentada é a eritro (deslocamentos de C-3 e C-4 condizentes com o
esperado na literatura) e pela constante de acoplamento (J = 6,85 Hz)
entre os hidrogénios H-3 e H-4 que esta proximo de um acoplamento de
8 Hz. Pela equagdo de Karplus temos duas alternativas para o valor do
angulo diedro: 22° ou 138° (Figura 35)
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Figura 35 — Curva de Karplus.

Como observado, tem-se duas possibilidades de angulo diedro
para a unidade B-hidroxileucina. Para auxiliar na determinacdo da

conformagdo dessa unidade, utilizar-se-4 o espectro de NOESY (Figuras
36e37).
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Figura 36 — Espectro de NOESY da Adoutina-X, 6= 1,0 a 8,0 ppm.(CDClj,
500 MHz)
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Figura 37 — Espectro expandido de NOESY da Adoutina-X &= 4,0 a 8,0
ppm.(CDCl3, 500 MHz)

Os espectros de NOESY acima mostram todas as
possiveis interacdes dos hidrogénios H-3 e H-4 com o0s respectivos
hidrogénios espacialmente préximos. H-3 nos mostra uma interacao
com os hidrogénios (H-17, H-18, H-4, H-15 e H-20), enquanto H-4
apresenta uma relacdo com os hidrogénios (H-26, H-3, H-6, H-14 e H-
20) Figura 38.
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Figura 38 — Interagdes espaciais NOESY de H-3 e H-4 para Adoutina-X.

Além de comprovarem que realmente existe uma unidade -
hidroxileucina pelas correlagdes existentes, pode-se observar o sinal
entre H-3 e H-4 que comprovaria a conformagdo gauche entre 0s
hidrogénios e o angulo diedro no valor de 22°. Mas, sabe-se que a
configuracdo sugerida é eritroque condiz com um angulo préximo de
138°. Assim sendo a configuracdo existente é L-eritro, angulo de 138° e
com uma conformacdo de H-3 e H-4 resultante de um equilibrio
anti/gauche, podemos atribuir a presenca do sinal no NOESY pelo fato
de os hidrogénios estarem a uma distancia menor que 5 A e ndo
necessariamente por estarem numa conformagdo gauche.

4.5 Condalina-A em DMSO-dg e CDCl;
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Ao se analisar um grupo de moléculas como os alcaloides
ciclopeptidicos, por exemplo, todos os fatores utilizados na sua
elucidacdo estrutural sdo importantes. Como citado na literatura, a
mudanca de solvente é um desses fatores. Essa alteracdo na analise via
RMN, provoca mudancas, principalmente nas interacdes de ligacdes de
hidrogénio.

Com auxilio da literatura e de dados novos, verificou-se a
alteracdo observada na estrutura da Condalina-A e seus deslocamentos
quimicos, principalmente para os hidrogénios amidicos conforme visto
em outros alcaloides ciclopeptidicos quando se muda o solvente,
conforme os espectros abaixo (Figuras 39 e 40) de *H de RMN, em
CDCl; e DMSO-dg, da Condalina-A.

—t I\
7\ .0{)-‘
\ —/ N
/\/ *_'HHO Q N/'
N N H
A
/—< Hye—
NH

e NS N ot

Fighra 39— Espe&ro de RMN de *H da Condalina-A. (CIﬂCI3, 400 MHzﬁ
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Figura 40 — Espectro de RMN de tH da Condalina-A. (DMSO-ds, 400 MHZz)

No estudo do efeito da troca de solvente para a Condalina-A,
verificou-se algumas limitagdes nas determinacfes dos hidrogénios
principalmente nos amidicos.

A utilizacdo do solvente deuterado cloroférmio numa primeira
analise deve ser evitada para a Condalina-A. Comparando 0s espectros
de 'H para a Condalina-A, percebe-se a auséncia visivel de sinais
amidicos H-6, H-9 e H-21 para o solvente CDClzenquanto para H-20
apresenta um sinal de deslocamento em 6,61 ppm, quando comparados
ao espectro feito em dimetilsulféxido. Como visto na literatura 0 DMSO
interfere nas ligacdes de hidrogénio causando uma desblindagem nesses
hidrogénios. Por este motivo, no espectro feito em CDCl; H-6, H-9 e H-
21 podem estar na regido dos aromaticos, impossibilitando a sua
determinacéo, ja que apresenta uma grande quantidade de hidrogénios
com mdltiplos desdobramentos (CDClz). O H-20 em DMSO como
visto, teve uma desblindagem sendo observado na regido dos
aromaticos com um deslocamento de 6 = 7,25 ppm

Se pode inferir também que os deslocamentos dos outros
hidrogénios ndo mostraram grandes variagdes o que corrobora com a
literatura. Para os hidrogénios H-3, H-4, H-10 e H-11 o deslocamento
em CDCI; foi de 6 = 5,88, 4,46, 6,04 e 6,89 ppm respectivamente
enquanto que para o solvente deuterado DMSO obteve-se 0s seguintes
deslocamentos 6 = 5,71, 4,61, 5,94 ¢ 6,73 ppm.
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A utilizac8o de CDCl;em RMNpara a Condalina-A néo é muito
Gtil devido a alguns fatores como: o alcaloide em estudo apresenta
sinais muito proximos, hidrogénios amidicos apresentam deslocamento
na regido dos aromaticos e seu ponto de ebulicdo (solvente) é
relativamente baixo, tornando inviavel a utilizagdo do gradiente de
temperatura para melhorar a resolucéo do espectro e a solubilidade da
amostra. Além do aumento da solubilidade o aumento da temperatura
diminui a rigidez da molécula tendendo a uma rotacdo livre das
ligacdes.*

O fator temperatura estd intrinsecamente relacionado com o
solvente nas analises em RMN. Dependendo da molécula em estudo e
de sua solubilidade, é possivel utilizar solventes com um ponto de
ebulicdo elevado, facilitando a determinacéo estrutural. Como exemplo
dentro do contexto analisado, observou-se espectros da Condalina-A a
trés temperaturas diferentes (25°C, 60°C e 100°C) em DMSO-dg,
solvente com alta solubilidade para este alcaloide e que suporta
temperaturas mais elevadas. (Figura 41)
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Figura 41 — Espectro de RMN de 'H da Condalina-A a diferentes temperaturas.
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De acordo com a Figura 41, observaram-se 0s seguintes fatos:
com o0 aumento da temperatura ocorre uma desblindagem na molécula
como um todo, fazendo com que os sinais aparecam num deslocamento
guimico mais alto. Como exemplo, temos o sinal do hidrogénio H-23,
em uma temperatura de 25° C ele aparece com um deslocamento de
3,18 ppm, chegando a um deslocamento quimico a 100° C de 3,30 ppm.
Outra observacédo feita foi o desaparecimento de alguns acoplamentos
nos sinais do espectro com o aumento da temperatura. Isto se deve a
fato de que as rotagGes das ligagfes se tornam menos rigidas, tendendo
a rotacBGes livres, com isso 0s sinais de acoplamento de alguns
hidrogénios desaparece. Pode-se observar este efeito nos hidrogénios H-
7 metinico e H-6, H-9 e H-21 que sdo hidrogénios amidicos. Por fim,
analisou-se também o comportamento destes hidrogénios amidicos, que
tiveram seus deslocamentos quimicos diminuidos com o aumento da
temperatura. Para confirmacdo dos sinais destes hidrogénios, obteve-se
um espectro em solvente DMSO-dscom uma gota de D,O, utilizado
para que os sinais desses hidrogénios ndao sejam observados pela troca
com o deutério. (Figura 42)
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Figura 42 — Espectro de RMN de H da Condalina-A a 25° C. (DMSO-d¢/D,0,
400 MHz)
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Como esperado os hidrogénios amidicos H-6 e H-21 ndo foram
observados no espectro pela rapida velocidade de troca com o deutério.
Somente pode ser visto um sinal pouco intenso referente ao H-9
comparado com 0 espectro & mesma temperatura em solvente DMSO-ds
puro. A velocidade de troca para este hidrogénio amidico néo foi rapida
o suficiente, provocada muitas vezes por impedimentos estéricos, ou
seja, impedimento do solvente de chegar até este hidrogénio.

Apos confirmacdo dos hidrogénios amidicos, pode-se entdo
concluir que a blindagem ocorrida com o aumento da temperatura, se
deve ao fato de que as ligagOes de hidrogénio antes muito fortes, foram
obstruidas pela movimentacdo da prépria molécula e liberdade de giro,
causando um bloqueio fisico impedindo essa interacdo entre solvente e
hidrogénios.

Para a Condalina-A, a utilizagdo do solvente DMSO-ds no
lugar de CDClsfoi positiva, além da alta solubilidade o dimetilsulfoxido
ainda suporta analises em altas temperaturas. Mas para este alcaloide
em especifico, a utilizacdo de gradiente de temperatura ndo melhorou a
aparéncia do espectro, pois dificulta na determinacdo dos hidrogénios
amidicos e desfaz alguns acoplamentos.

Um resumo comparando os deslocamentos da Condalina-A
para CDCl; e DMSO-dg pode ser visualizado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de *H em RMN da Condalina-A em
DMSO- ds e CDCls.

Condalina-A

6 'H(ppm) 6 'H (ppm)

H/C CDCI;DMSO- dg

3 5,88 571
4 4,46 4,61
6 7,0-7,5 7,72
7 3,32 3,88
9 7,0-7,5 8,00
10 6,04 5,94
11 6,89 6,73
20 6,61 7,25
21 7,0-7,5 8,46

Dado: 400 MHz.

4.6 Andlise por NOESY e difracdo de raios-X da Condalina-A

A Condalina-A teve sua estrutura confirmada pela analise de
difracdo de raios-x, assim, pOde ser feita a determinacdo da sua
estereoquimica absoluta e configuracdo, comparando com os dados de
RMN mono e bidimensionais. O composto foi cristalizado ap6s reacao
com iodeto de metila para a formagdo do sal de amé6nio quartenério.
Obteve-se o cristal com a formacdo do sal, mas ndo ocorreu a metilagao
e sim protonacdo do nitrogénio N-34. (Figura 43)
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Figura 43 — Estrutura da Condalina-Aprotonada obtida através da difragdo de
raios-x.

As atribuicBes feitas para a Condalina-A seguem 0s mesmos
principios das aplicadas a Adoutina-X e Discarina-C. Como o interesse
é para os carbonos C-3 e C-4 e seus respectivos hidrogénios, foram
feitas as atribuicbes necessarias baseando-se nos valores de
deslocamento quimico encontrados em DMSO-ds.

Para os hidrogénios H-3 e H-4 foram atribuidos os valores de 6
= 5,75 e 4,68 ppm estando de acordo com a literatura. H-3 apresenta
um simpleto mostrando que ndo existe acoplamento entre 0 mesmo com
H-4. (Figura 44) Para confirmac¢do de que estes sinais sdo realmente dos
hidrogénios metinicos 3 e 4, utilizou-se os métodos de RMN 2D
(COSY, HSQC e NOESY).
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Figura 44 — Espectro expandido de RMN la“gin da Condalina-A. (DMSO-ds,
400 MHz).

Utilizou-se entdo o método COSY para identificacdo dos
hidrogénios e observar se existe correlagdo vicinal.(Figura 45)
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Figura 45 — Espectro expandido de RMN de COSY da Condalina-A. (DMSO-
dg, 400 MHz)

O espectro de COSY mostrou correlagdo entre H-3 e H-4,
assim pode-se determinar que estes hidrogénios apresentam
acoplamento, mas muito pequeno proximo a zero ou angulo de 6 = 90°,
aparentando assim no espectro de *H como singleto para H-3. Pode-se
inferir que a configuragdo determinada para a unidade B-fenilserina é
treo(acoplamento préximo a zero).
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Para confirmar os deslocamentos dos carbonos com 0s
respectivos hidrogénios, fez-se a analise do HSQC para a molécula.

(Figura 46)
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Figura 46 — Espectro expandido de RMN de HSQC da Condalina-A. (DMSO-
de, 400 MHz)

O espectro heteronuclear HSQC da Condalina-A mostrou que
existe acoplamento do hidrogénio H-3 com um sinal de 87,0 ppm
definido como sendo do C-3 e H-4 acoplando com um sinal de 56,0
ppm do C-4. Para confirmar entdo a configuracdo da unidade e a
conformacdo dos hidrogénios analisou-se o espectro de NOESY
relacionando os sinais de acoplamento espacial entre os hidrogénios de
interesse. (Figura 47)
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Figura 47 — Espectro de RMN de NOESY da Condalina-A. (DMSO-dg, 400
MHz)

O espectro de NOESY mostrou que existe correlacdo entre os
hidrogénios H-3 e H-4. Ja H-4 apresenta uma correlagdo com H-6 € um
dos hidrogénios aromaticos em aproximadamente 7,6 ppm. N&o mostra
correlagio com H-7 evidenciando assim e confirmando uma
configuragdo absoluta para a unidade B-fenilserina como sendo L-treo
(3R/4S). Dos dados obtidos do espectro de raios-X, tem-se um angulo
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diedro entre H-3 e H-4 de 6 = 58,20° que vem de encontro com os dados
obtidos experimentalmente de RMN e teoria de Karplus.

Observando os espectros de RMN de 'H da Condalina-A ¢
possivel afirmar que o angulo diedro entre H-3/H-4 deveria ser prdximo
de 90° pois H-3 ndo apresenta desdobramento aparente pelo
acoplamento com H-4. Isto sugere um acoplamento de
aproximadamente 0 Hz. A solucédo deste problema pode ser obtida com
uma medida de campo maior que forneceria uma melhor resolugdo.
Outra forma de verificar se 3Jy.34.4 = 0 Hz é através do COSY, onde
observa-se sinal de cruzamento, o que indica que o angulo diedro ndo é
exatamente 90° mas préoximo o bastante disso para se ter um
acoplamento menor do que 2 Hz e portanto ndo provoca desdobramento
visivel.

Estas conclusdes estdo de acordo com o observado no estado
cristalografico e no NOESY, onde H-3 e H-4 apresentam sinal de
cruzamento indicando proximidade espacial.
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6 CONCLUSOES

- Para a Discarina-C, obteve-se a configuracdo relativa, através
das técnicas de RMN e confirmadas sua configuragdo absoluta através
dos dados cristalograficos e dados de RMN apresentados na literatura.
A configuracgéo para os carbonos C-3 e C-4 foi L-eritro com um angulo
de aproximadamente 138°. O espectro de NOESY apresentou sinal entre
H-3 e H-4 que foi confirmado pelo fato de estarem numa conformacéo
em equilibrio anti/gauche e também por estarem a uma distancia de
3,49 A menor que 5 A.

- Para alcaloides ciclopeptidicos como a Adoutina-X campos
magnéticos com alta intensidade, frequéncias maiores que 500 MHz,
sdo ideais, pois possibilitam a determinacdo de hidrogénios em
deslocamentos quimicos muito proximos. Utilizando um RMN de 500
MHZz, foi possivel determinar os hidrogénios aromaticos da Adoutina-X
juntamente com seus carbonos.

- Confirmou-se a configuracdo relativa para a unidade B-
hidroxileucina da Adoutina-X como sendo L-eritro, apresentando um
angulo diedro entre H-3 e H-4 de aproximadamente 138°.

- A andlise do efeito do solvente para a Condalina-A utilizando
CDClze DMSO, mostrou diferengas nos deslocamentos, principalmente
nos hidrogénios amidicos que foram maiores quando feitas em
dimetilsulféxidodeuterado. A utilizacdo de cloroférmio deuterado para
andlise deste alcaloide deve ser evitado, pois 0 mesmo apresenta
hidrogénios amidicos e aromaticos com deslocamentos quimicos muito
préximos, impossibilitando a determinacdo dos mesmos. Outro fator é a
impossibilidade de usar um gradiente de temperatura para auxiliar na
resolugéo do espectro, pois apresenta um baixo ponto de ebulicéo.

- Solventes como DMSO-dgsdo Uteis ao se utilizar gradientes de
temperatura, mas se deve tomar certo cuidado de acordo com a
molécula em estudo, pois 0 aumento da temperatura pode provocar um
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deslocamento quimico contrario ao desejado impedindo a determinacao
de alguns sinais, como no caso da Condalina-A.

- Determinou-se também a configuracdo relativa para a
Condalina-A que apresentou para a unidade p-fenilserina uma
configuragdo L-treo (3R/4S) corroborando com o apresentado na
literatura. Com o auxilio dos dados da difracdo de raios-x, pode-se
confirmar a configuracdo absoluta e um angulo diedro entre H-3 e H-4
como sendo 0 = 58,20°.

- Apesar de o DMSO-dg desfavorecer possiveis ligagcBes de
hidrogénio intramoleculares na estrutura, uma presumivel mudanca
conformacional ndo altera o angulo diedro H-3/H-4, como vemos pela
constante de acoplamento observada nos espectros de *H em CDCl; e
DMSO-ds. Este angulo ndo foi grandemente alterado no cristal do
derivado protonado observado no raio-X.

- Os métodos de elucidacdo estrutural e determinagéo
da estereoquimica utilizando dados de acoplamento, deslocamentos
quimicos e correlagbes com angulos diedro através de RMN,
demonstraram mais uma vez fidelidade em seus resultados, podendo ser
utilizados como um parametro para obtencdo de configuragdes relativas
em alcaloides ciclopeptidicos.
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