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RESUMO

O alcaldide ciclopeptidico franganina foi isolado da Discaria
americana pertencente a familia Rhamnaceae e teve sua estrutura
elucidada através de técnicas de Ressondncia Magnética Nuclear 1 D
(‘H, “C) e 2 D ( COSY, HSQC, HMBC, NOESY). Além disso, a
influéncia das ligagdes de hidrogénio na conformacdo do macrociclo foi
verificada através do deslocamento quimico ¢ constantes de
acoplamento em diferentes solventes (CDCls;, DMSO-dj, metanol-d,).

Os dados de RMN como os deslocamentos quimicos, constantes
de acoplamento (&ngulo diedro) e correlagdes bidimensionais
permitiram estabelecer relagdes com a configuragdo dos centros quirais
(estereoquimica dos carbonos C-3 e C-4) e com a conformacdo da
molécula em solugdo.

Além disso, foi feita a analise por difragdo de raios-X de um
derivado da mesma, e pode-se determinar a estereoquimica dos centros
quirais (C-3 e C-4) do cristal obtido. Outros dados fornecidos dessa
analise foram comparados com os de RMN.

Palavras-chave: Alcaldides ciclopeptidicos, franganina, RMN, raios-X.
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ABSTRACT

The cyclopeptide alkaloid Franganine was isolated from
Discaria americana belonging to the family Rhamnaceae and its
structure was elucidated by NMR 1D (‘H, "*C) and 2 D (COSY, HSQC,
HMBC, NOESY) techniques. Moreover, the influence of hydrogen
bonds in the macrocycle conformation was observed through chemical
shifts and coupling constants in different solvents (CDCl;, DMSO-dj,
and methanol-d,).

NMR data, such as chemical shifts, coupling constants (dihedral
angle) and two-dimensional correlations allowed to establish relations
with the configuration of chiral centers (stereochemistry of the C-3 and
C-4 carbons) and the conformation of the molecule in solution.

Furthermore, the analysis done by x-ray diffraction and furnished
the stereochemistry of the chiral centers (C-3 and C-4) crystal. Other
data provided by the use of this analysis were compared with those
obtained by NMR data.

Keywords: Cyclopeptide alkaloids, Franganine, NMR, X-rays.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, que possui a flora mais rica do mundo, é um importante
sitio para pesquisa na area da quimica de produtos naturais. E
importante conhecer e avaliar esses compostos que sdo produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas, pois muitos deles sdo conhecidos
por apresentarem beneficios a saiide humana. Baseado nesse interesse ¢
com a descoberta de novos compostos ¢ que a quimica tem
desenvolvido uma série de métodos praticos e confidveis de isolamento,
identificagdo, quantificacdo e transformacao quimica.

As etapas envolvidas na andlise fitoquimica sdo definidas de
forma geral como: coleta do material vegetal; preparagdo (estabilizagao,
secagem e moagem);  extragdo; andlise fitoquimica preliminar;
fracionamento; isolamento e purificacdo de substincias ¢ elucidagdo
estrutural (SIMOES et al.,, 2002). No presente trabalho, das etapas
citadas, a atencdo estard voltada para a elucidacdo estrutural e andlise
estereoquimica.

Os primeiros estudos dedicados a elucidacdo estrutural de
substincias naturais ndo dispunham das técnicas de andlise disponiveis
atualmente, que permitem a elucidagdo mesmo de estruturas complexas,
com amostras da ordem de miligramas ou menos (YUNES e CALIXTO,
2001). No campo da elucidagdo estrutural estdo ocorrendo mudangas em
relacdo as estratégias empregadas, como consequéncia do
desenvolvimento de softwares mais avangados e com o uso adequado de
técnicas de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) 1D e 2D
(CORDELL, 1995).

A determinacdo estrutural de uma molécula complexa de um
produto natural pode fornecer elementos dessa estrutura, como dados
relacionados a estereoquimica, que sejam de importancia para a futura
utilizacdo desses metabolitos como farmacos ou como prototipos de
novos agentes biologicamente ativos. (CECHINEL FILHO e YUNES,
1998).



1.1 ALCALOIDES CICLOPEPTIDICOS

Alcaloides ciclopeptidicos sdo bases poliamidicas. Goutarel et. a/
(1964) definiu o termo alcal6ide peptidico e Tschesche (1975) propds o
termo alcaldide ciclopeptidico. Sdo definidos como compostos basicos
apresentando um anel macrocilo em sua estrutura (sistema ansa). Joulie
e Nutt (1985) dividiram estes compostos em trés grupos: alcaloides
ciclopeptidicos genuinos (strictu sensu), alcaldides lineares e
ciclopeptideos neutros. Os alcaldides ciclopeptidicos strictu sensu e
neutros também podem ser classificados de acordo com o niimero de
atomos que fazem parte do macrociclo: treze, catorze e quinze membros.
A classe que apresenta catorze membros ¢ a mais representativa.

Os compostos de treze, catorze e quinze membros sio
posteriormente divididos de acordo com o nimero de unidades
presentes: 4 (apresentando as unidades A, B, C e D) ou 5 (apresentando
as unidades A, B, C, D e E).

7
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A = aminoacido terminal basico
B = b-hidréxi aminoacido

C = aminoacido ligado ao anel
D = unidade hidroxi estirilamina

E = aminoacido adicional



Observando-se a estrutura geral dos alcaldides ciclopeptidicos,
verifica-se que sdo compostos de uma molécula p-(ou m)-hidroxi
estirilamina derivada da tirosina (unidade D), um aminoacido comum
(Phe, Leu, Ile, Trp) como um residuo aminoacido ligado ao anel
(unidade C), uma unidade de um B-hidroéxi aminoécido (usualmente 3-
hidroxi prolina, 3-hidréxi leucina ou 3-fenilserina) que € conectado ao
fragmento de estirilamina via uma ponte de éter (unidade B). Ligado ao
grupo amino do Gltimo componente esta a cadeia lateral, usualmente um
aminoacido peptidogénico com um N-mono metil ou N,N-dimetil
terminal. Consequentemente, os alcaldides ciclopeptidicos sensu stricto
podem ser subdivididos da seguinte forma: 4(13), 5(13), 4(14), 5(14) e
4(15) (Figura 1).

R, Ry
15 16
oAl 4_5_5 3 oKX
¥ 2 Yio
H R /

W}NH BN
N HN-
6

N HN N 9
i HN = BN Rs Y R,
2 3 O 2
413 5(13
(13) R (13) 4(14)
HN—R,
Ry HxCO R4

(o)

K] N\

‘348 _S—NH >=O O=NH
I m\{ o)
4%:0 Rs R3

Rs 5(14)

N 4( 15)
X-Y = HC=CH, CH2(OH)-CH2,
R 1= alquil ou aril
R2 = residuo terminal béasico ou neutro
R3 =aminoacido da cadeia lateral
R4 = H, OH, ou OCH3
R5 = aminoacido intermediario

Figura 1. Estrutural geral dos alcaloides ciclopeptidicos sensu stricto.

Os alcaloides ciclopeptidicos sdo encontrados principalmente em
plantas da familia Rhamnaceae, além disso, sua ocorréncia tem sido
confirmada em outras familias como Asteraceae, Celastraceae,
Euphorbiaceae, Menispermaceae, Pandaceae, Rubiaceae, Sterculiaceae e
Urticaceae (EL-SEEDI et al., 2007).



Sdo encontrados nas folhas, flores, casca da raiz, tronco de arvore
e sementes, mas em baixas concentragdes (GOURNELIS et al., 1997).
Tal fato justifica aumento das pesquisas relacionadas a sintese nos
ultimos anos (HE et al., 2007). Muitos alcal6ides s@o isolados no Brasil,
Uruguai, Argentina, mas a pesquisa nessa area se estende por todo o
mundo.

Os alcaloides ciclopeptidicos apresentam atividades bioldgicas.
As atividades antibacterianas e antifungicas tém sido reconhecidas
(GIACOMELLI et al., 2004, SCHMIDT et al, 1985). Outras
atividades, como a sedativa e a antibidtica também ja se mostraram
presentes (HAN et al., 1989; LEE, et al., 2001; TSCHESCHE;
AMMERMANN, 1974).

1.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), nos
ultimos tempos, tem desenvolvido técnicas 2D que auxiliam na
elucidagdo estrutural dos alcaldides ciclopeptidicos. Na quimica de
produtos naturais os experimentos mais utilizados sdao COSY, HSQC,
HMBC, NOESY (REYNOLDS; ENRIQUEZ, 2002). Além das técnicas
de RMN, a espectrometria de massas (MS), UV, IV, DC e analises por
difragdo de raios-X e degradacdo quimica, sdo importantes ferramentas
para fornecer informagdes estruturais e conformacionais.

A cromatografia gasosa ¢ também uma técnica muito utilizada
para elucidagdo estrutural desde os primeiros estudos dos alcaldides
ciclopeptidicos (SERVIS et al., 1969).

Os espectros de RMN de 'H, principalmente nos primeiros
estudos em 1967, foram utilizados para confirmagdo de estrutura dos
alcal6ides. Alguns estudos, como no da crenatina A, extraido da
Discaria crenata (Rhamnaceae), encontrada na flora chilena, apresentou
o isolamento e identificacdo da estrutura, com poucas atribuigdes de
sinais no espectro de hidrogénio (SILVA et al., 1974).

A discarina B foi isolada junto com os alcaldides discarina A,
lasiodina A, pandamina e pandaminina e a elucidagao estrutural foi feita
utilizando apenas dados de RMN de "*C (PAIS et al., 1979).

Além do espectro de carbono, a literatura apresenta muitos
artigos que utilizaram os espectros de DEPT 135° ¢ 90°, e que permitem
diferenciar os CH, CH,, CH; presentes nas moléculas, como no estudo
da integerrina (EL-SEEDI et al., 1999).

No estudo da discarina D, discarina E, discarina I, discarina F
discarina G, discarina H e scutianina G, a espectroscopia de ressondncia
4



magnética nuclear e a espectrometria de massas foram utilizadas para a
elucidagdo da estrutura. Os hidrogénios olefinicos e o grupo N, N-dimetil
foram identificados pelo 'H RMN (DIGEL et al., 1983; HENNIG et al.,
1986; HERZOG et al. 1984a, 1984b; MOREL et al., 1984, 1985;
TSCHESCHE; HILLEBRAND, 1977).

As técnicas avancadas de RMN sdo ferramentas importantes na
determinacdo de estruturas, como no estudo da scutianina J, presente na
Scutia buxifolia (Rhamnaceae) e da discarina L presente na Discaria
febrifuga (Rhamnaceae), onde o espectro de COSY contribuiu na
atribuicdo dos sinais de hidrogénios do macrociclo (MENEZES et al.,
1995; MOREL et al.,1995).

Junto com a atribui¢do dos hidrogénios, carbonos e constantes de
acoplamento dos hidrogénios, foram utilizadas as principais
conectividades de 'H-""C que no estdo diretamente ligados, correlagdo
heteronuclear, observada no experimento HMBC. Tal experimento foi
utilizado no estudo dos alcaldides ciclopeptidicos isolados da Zizyphus
lotus (Rhamnaceae) (ABU-ZARGA et al.,, 1995; GHEDIRA et al.,
1993).

No que se refere a elucidagdo estrutural, uma atribuicdo de
sinais de hidrogénios e carbonos mais completa, possibilita a observacao
de modificagdes na estrutura. O composto sanjoinenine, obtido da
Zizyphus vulgaris var. spinosus (Rhamnaceae), apresentou no seu
espectro de RMN de 'H hidrogénios olefinicos adicionais ao invés do
grupo N,N-dimetil e no espectro de RMN de 3¢, carbonos olefinicos
protonados, ou seja, mostrou uma alteragdo na unidade do aminoacido
terminal basico, e assim pode ser classificado como um ciclopeptideo
neutro ( HAN et al., 1990).

No isolamento de alcaldides ciclopeptidicos da Scutia buxifolia,
o composto scutianeno C foi isolado, sendo esse um dos primeiros
ciclopeptideos neutros a ser isolado (SIERRA et al., 1974).

Os alcaldides ciclopeptideos neutros discareno C (Figura 2) e
discareno D, foram isolados da Discaria americana e a estereoquimica
dos aminoacidos foi determinada (GIACOMELLI et al., 2001).



Figura 2. Estrutura do discareno C.

No estudo da scutianina K, também isolado da Scutia buxifolia
(Rhamnaceae) e da waltherina A e B isoladas da Waltheria douradinha
(Sterculiaceae), as atribuicdes de sinais dos hidrogénios foram
posteriormente confirmadas pelo experimento NOESY (Figura 3), que
permitiu observar as interagdes dipolo-dipolo entre os hidrogénios
proximos no espago. Por exemplo, esse estudo mostrou correlagdo entre
o0 hidrogénio H-3 com os hidrogénios H-17 e H-18, j4 com o H-4 esta ¢
correlagdo ndo foi observada, o que levou a propor que os hidrogénios
H-3 e H-4 possuem uma configuracdo trans (Figura 2) (MOREL et al.,
1998, 1999).

Figura 3. Correlagdes 'H-'H-NOESY para scutianina K.

Para que a sintese de um metabdlito secundério de comprovada
atividade biologica seja possivel, ¢ necessario conhecimento da
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estereoquimica dos centros quirais existentes e da conformacgdo da
molécula no espago.

Das informagdes obtidas dos espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear, muitas delas sdo utilizadas para determinar a estereoquimica.
Os alcaldides ciclopeptidicos diasteroisoméricos conhecidos como
scutianinas D e E, assim nomeados porque foram isolados da Scutia
buxifolia Reiss (Rhamnaceae), mostraram deslocamentos quimicos
diferentes para os carbonos o ¢ B da B-hidroxileucina, na unidade B-
hidroxi aminoacido, tal fato ajudou a sugerir que esses carbonos
apresentavam uma estereoquimica diferente e que esses alcaloides eram
diasteroisomeros (MOREL et al., 1979). A Figura 4 mostra alguns
exemplos de alcaldide ciclopeptidicos diasteroisoméricos.

Hoo

oo\ HH O Deytiro \ H H 04®—\> Lerythro ( 4®—\>
0 fo o

H-N HN-S H HN OHN "
D-threo
Lw’hreo
d(:mz N(CHO)
Scutianine D Scutianine E Scutianine K
Lihreo 7 %H 0 o \ Lerytiro s“ l:‘H 0 o \
§ INH - NH
H'N HN—=H H'N  HN—&H
0] <7 0
Sy S,
NH(CH3) NH(CH3)
Condaline A Scutianine M

Figura 4. Exemplos de alcalodides ciclopeptidicos diastereoisoméricos.

Em estudos mais recentes também se confirmou que os dados
espectrais de¢ RMN de 'H e "C sdo importantes para estabelecer a
configuragdo relativa e absoluta do -hidréxido aminoacido.



A constante de acoplamento (J), que depende do padrao de

substituicdo do segmento molecular, alcangando de 0 a 16 Hz (Figura
5), fornece no caso de um °J yy, informagdes com relagdo ao angulo
diedro entre esses hidrogénios que acoplam (KARPLUS, 1959). Esse
acoplamento pode ser pequeno, médio ou grande (Figura 6) (BIFULCO
etal., 2007).

3 3 2
JHZHJ JHEEA JIIC‘—CE

Cr Hag ¥ Cy Hg Y Ci Has Y
[1 = angulo diedro
X = substituinte genérico

W
C C C . .
veHs ‘@v HSQ,Y @v Y = atomo eletronegativo
H P X H 9P X Hy @ x
Cs . Ce Cy
v

Figura 5. Constantes de acoplamento a duas e trés ligagdes, homo- e
hereronucleares.

0° 90° 180°

0-4Hz small
*JHz-H3 5-9Hz medium
10-16 Hz large

Figura 6. Estimativa da magnitude do valor de (J) como fungdo do
angulo diedro [1.



No RMN de 'H, a analise configuracional baseada no (J),
considera duas possiveis configuracdes relativas (treo e eritro) (Figura
7).

Hy Y Y Hs
C : c, .
- 1%\0:/ - }._')\C.‘
Hz X Hy X
threo arythro

Figura 7. Configuragdes relativas treo e eritro.

Desta maneira, os alcaldides que possuem uma constante de
acoplamento entre os hidrogénios a e 8 (hidrogénios 3 e 4) de 8 Hz, ou
seja, Jo3 = 8 Hz, apresentam uma configuragdo eritro na unidade B-
hidroxi aminoacido, enquanto os compostos que possuem configuragido
treo possuem um valor de constante de acoplamento de 2 Hz, ou seja,
Jop= 2 Hz. A espectroscopia de RMN de BC também ¢ uma importante
ferramenta para elucidacdo da configuragdo absoluta do B-hidroxido
aminoacido. Para a série L-eritro o sinal do carbono alfa é observado em
55.0 ppm enquanto que para a D-eritro ¢ observado em 53.8 ppm. Uma
diferenga maior no deslocamento quimico ¢ também ¢ verificada no
carbono beta, na série L-eritro o sinal aparece em 81.5 ppm enquanto
para configuragdo D-eritro aparece em campo mais baixo em 87 ppm
(MOREL et al., 2009).

O valor da constante de acoplamento também permite uma
analise conformacional, ou seja, para a configuracdo eritro, por
exemplo, existe, para compostos flexiveis, dependendo da conformagao
(anti, gauche+ e gauche-), a possibilidade de diferentes valores de (J)
(pequeno, médio, grande), sendo o valor médio para i3, possivel
quando um equilibrio resultante de duas conformagdes anti/gauche+ ou
anti/gauche- (Figura 8) (BIFULCO et al.,, 2007). Para alcaloides
ciclopeptidicos o acoplamento “Jynp3 é correspondente ao presente
entre os hidrogénios H-3 e H-4, ou seja, 3JH3_H4.



resultant of

+ .

v ¢ gauche™ /gauche ¢ o
X a i Hy

resuitant of
anti / gauche*

resultant of
anti/ gauche

Yhgus  medium Swaws  medium

Shpcs  small Yhzce  medium

Zyoes  medium anti - large

3
2 e large Jhzny  large

3
Zhacs  medium h2ca  small

X=Me, Y=0R

Figura 8. Analise baseada em (J): constantes de acoplamento versus arranjos
conformacionais e configuracionais em sistemas 1,2- dimetino.

Os espectros de RMN 2D, como citado anteriormente, foram
utilizados em muitos estudos para atribuicdo de sinais, mas também sdo
ferramentas que ajudam a revelar a estereoquimica dos alcaldides
ciclopeptidicos. Muitos estudos associam a cromatografia gasosa em
fase quiral com o NOESY (MOREL et al., 1999).

A condalina A (Figura 9), isolada da Condalia buxifolia Reissek,
pentencente a familia Rhamnaceae, teve a estereoquimica absoluta do
aminoacido ligado ao anel isoleucina (unidade C) e da cadeia lateral N-
metil fenilalanina (aminoacido terminal) determinada por cromatografia
gasosa em fase quiral apds hidrolise. Porém, a unidade B-fenilserina
(unidade B), ndo encontrada no alcaldide hidrolisado, teve sua
estereoquimica relativa determinada por interagdes observadas no
NOESY e a configuragdo relativa dos carbonos 3 e 4 foi determinada
(3R*/4S*) (MOREL et al., 2002).
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Figura 9. Estrutura e correlagdes NOESY selecionadas na condalina A.

Os dados de rotagdo otica também sdo bastante utilizados para
determinacdo da estereoquimica e posteriormente na verificagdo da
atividade bioldgica. No estudo da scutianina M, além dos dados de
RMN, a informagéo sobre a rotagdo otica contribuiu para a sugestdo de
que esse composto € um estereoisdmero da condalina A, apresentando
configuragdo oposta no C-3. (MOREL et al., 2005).
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1.3 FRANGANINA

O alcal6ide ciclopeptidico franganina (Figura 10), tem sido
isolado de Rhammus frangula, Discaria febrifuga; Discaria americana;
Zizyphus jujuba var. inermis e Zzyphus spinachristi géneros
pertencentes a familia Rhamnaceae, de FEuonymus europaeus
pertencente a familia Celastraceae e de Melochia corchorifolia
pertencente a familia Sterculiaceae, apresentando a seguinte estrutura:

15 16

o
17 \ 10

9
20 HN g 29 31
2D=0 “®
> 22/27
32
™~2 N

o\

28
Figura 10. Estrutura da franganina.

A franganina tem um anel macrocilo com 14 membros na sua
estrutura e 4 unidades constituem o composto, ou seja, é classificada
como um alcaldide ciclopeptidico 4(14). Foi isolada em 1968 junto com
outro alcaldide ciclopeptidico, a frangulanina, e a elucidag@o estrutural
foi feita com base principalmente no espectro de massas € com poucos
dados de RMN de hidrogénio (TSCHESCHE; LAST, 1968).

Em 1987, para elucidar a estrutura foram utilizados dados
espectrais de RMN de 'H e °C mais completos, e que estdo presentes na
Tabela 1 a seguir (VOELTER et al., 1987).
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Tabela 1 — Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de 'H e "C para
franganina.

H/C 3 'H (ppm); J (Hz) 3 °C (ppm)
1 156,07
3 4,99 B=72 05~ 1,5 81,84
4 4,46 Ji5=7,2 5J420= 9,9 52,13
5 171,79
6 5,80 Jo7=175
7 4,07 Jy= 7.5 5 Joag= 3,6 Jyag= 11,1 52,65
8 167,64
9 6,48 J5.10=9,9
10 6,66 Tiou=7.5; J105=9.,9 125,83
11 6,35 Ji110= 7,5 123,18
12 131,97
13 7,11 131,79
14 7,03 115,69
15 7,05 122,88
16 7,19 130,30
17 1,93 29,35
18 1,28 Jigar= 6,5 20,41
19 0,97 Ji9.17= 6,5 15,03
20 7,82 J20’4= 9,9
21 173,87
22 2,81 J22’23: 4,9, J22’23': 7,8 66,28
23 1,34 34,59
237 1,60 J23"22: 7,8, J23"24: 5,7, J23"23: 13,5
24 1,34 24,48
25 0,71 J25’24: 6,4 20,77
26 0,81 Jo624= 6,4 23,20
27,28 2,22 41,82
29 1,74 39,48
29’ 1,34
30 1,74 26,33
31 0,95 Jy130= 6,5 22,97
32 0,89 J3230= 6,5 22,05

em CDCl;, a 300 e 75 MHz.
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O alcaléide ciclopeptidico franganina, também teve a
estereoquimica do N,N-dimetil aminodcido e do o-aminoacido
determinada por cromatografia gasosa em fase quiral (SILVA et al.,
1996).

Em 2005, a franganina foi novamente isolada e a atribuicdo de
RMN feita de acordo com VOELTER et al., 1987 (Tabela 3), acrescida
de uma correlagdo bidimensional COSY (GIACOMELLLI, 2005).

1.4 EFEITO DO SOLVENTE NO DESLOCAMENTO QUIMICO

A Ressonancia Magnética Nuclear utilizada para elucidagio
estrutural depende de alguns fatores que se ndo forem observados com
cuidado podem prejudicar a atribui¢do dos sinais nos espectros de 1D e
2D. O descolamento quimico de hidrogénios ligados diretamente a
oxigénio, nitrogénio ou enxofre, por exemplo, dependem da
concentracdo, da temperatura e do solvente deuterado utilizado. A
formagdo de ligagdes de hidrogénio diminui a densidade eletronica ao
redor destes hidrogénios e, desta maneira, provoca a desblindagem dos
mesmos. O uso de solventes apolares diminui a formacdo da ligagdo
hidrogénio (SILVERSTEIN et al., 2007).

O solvente aprotico deuterado DMSO-d desfavorece a formagao
de ligacdes hidrogénio intramoleculares (KO et al., 2005).

Desta forma, ¢ explicada as diferencas observadas entre os
espectros de RMN obtidos em DMSO-d; daqueles feitos com o solvente
cloroformio deuterado CDCI; principalmente nos hidrogénios ligados
ao nitrogénio de amida como NH-6 NH-9 e NH-20 (HASLINGER,
1978) . Tal fato ¢é apresentado na Tabela 2 para o alcaldide
ciclopeptidico discarina B (Figura 11) (GIACOMELLI, 2005,
MACHADO et al., 1993, 1995).
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Figura 11. Estrutura da discarina B.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de 'H e "°C para discarina B
em CDCl; e DMSO-d;.

H/C 8 'H (ppm) 8 °C (ppm)
CDCl, DMSO-d; CDCl, DMSO-d;
1 156,3 156,0
3 4,91dd 4,90 dd 81,6 81,4
4 4,44 dd 4,52 dd 55,7 54,2
5 171,3 171,0
6 5,96 d 6,50 d
7 426 m 420 m 54,3 53,0
8 167,5 167,6
9 6,13d 6,85d
10 6,48 6,20 dd 125,6 124,7
11 6,29d 6,40 d 114,0 122,9
17 1,99 m 2,10 m 29,1 273
18 1,23d 1,25d 20,1 21,3
19 0,98d 1,05d 14,9 13,9
20 7,07 7,80 d
21 172,2 171,3
22 2,44 d 2,63 74,0 71,5
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1.5 ANALISES POR DIFRACAO DE RAIOS-X E NOESY

No estudo dos alcaldides ciclopeptidicos, a cristalografia de
raios-X, tem se mostrado importante para confirmacao de estruturas e
para determinar a configuragdo relativa e/ou absoluta dos aminoacidos
componentes. Porém, nem sempre ¢ facil preparar derivados adequados
para formagao de cristais (ARBAIN; TAYLOR, 1993).

No alcaloide ciclopeptidico amaiouina (Figura 12), os cristais
adequados para analise de raios-X foram obtidos por recristalizagdo do
composto em acetato de etila. Nesse estudo confirmou-se, por exemplo,
a configuracdo trans entre H-3 ¢ H-4 (3S*/4S*) e a configuracdo do H-7
(7S*). No mesmo estudo, a analise por NOESY revelou que existem
correlagdes entre H-3 e H-4, ou seja, espacialmente esses hidrogénios
estdo proximos, apesar de estarem posicionados de forma oposta
(OLIVEIRA et al., 2009).

41 42

Figura 12. Estrutura da amaiouina.

Para a obtenc¢do de cristais adequados para a analise de raios-X o
composto scutianeno Y teve sua estrutura modificada, foi acetilado ¢ a
estrutura elucidada com o uso de técnicas de RMN 1D (‘H, °C) e 2D
(COSY, HMQC e HMBC), foram feitos espectros de RMN 2D NOESY
(MALDANER, 2010).
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Além da elucidagdo estrutural com as técnicas de RMN, foi feita
a analise por difracdo de raios-X do composto neutro acetilado.

Os dados de RMN indicaram que para o scutianeno Y, a molécula
da B-hidroxileucina apresenta a forma eritro. O valor da constante de
acoplamento foi de 8.0 Hz. Outra informagdo importante ¢ que se H-3 e
H-4 apresentaram correlagdo NOESY.

Da estrutura obtida pela analise por difracdo de raios-X (Figura
13), confirmou-se a configuragdo frans e a determinagdo da
estereoquimica dos carbonos quirais C-3 e C-4 foram possiveis.

Figura 13. Estrutura obtida através da difra¢do de raios-X do scutianeno Y com
a estereoquimica relativa.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analise comparativa de diferentes métodos de determinagdo da
esteroquimica absoluta e relativa usando como modelo o Alcaldide
Ciclopeptidico franganina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Fazer uma revisdo bibliografica para reunir os dados de alguns
compostos ja reportador na literatura.

2) Utilizar a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para
elucidar as estruturas de alcaloides ciclopeptidicos e o efeito dos
solventes cloroformio deuterado (CDCls), dimetilsulfoxido
(DMSO-dq) e metanol deuterado (CD;0D).

3) Com o uso das técnicas de RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC,
NOESY), obter informagdes estruturais e conformacionais dos
compostos fornecidos.

4) Analisar comparativamente dos dados obtidos por andlise de

difracdo de raios-X com os obtidos nos espectros de NOESY e
constantes de acoplamento 3JH_H.
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3 METODOLOGIA

Os alcaldides ciclopeptidicos foram estudados através da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear. Os dados dos
compostos ja citados na literatura como em artigos, teses e dissertagdes
serviram como auxiliares no processo de elucidacdo estrutural e foram
complementados com dados novos e importantes.

. A o Iy o 13
3.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de He “C

Os alcalodides ciclopeptidicos foram isolados e cedidos pela
equipe de pesquisa do Professor Ademir Farias Morel, do
Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Santa Maria.

Os espectros foram realizados no espectrometro de RMN Varian
Mercury Plus AS-400, no Departamento de Quimica, na Universidade
Federal de Santa Catarina. As freqiiéncias de observagdo para os
espectros de 'H ¢ C foram de 400, MHz e 100,32 MHz
respectivamente. As amostras estudadas foram preparadas em solucdo
de cloroformio deuterado (CDCl;), dimetilsulfoxido (DMSO-dy) e
metanol deuterado (CD;OD). Na preparacao das amostras, utilizou-se
quantidade entre 7-18 mg em 0,7 mL do solvente deuterado em tubos
de 5 mm de didmetro. Os deslocamentos quimicos foram registrados
em “ppm” (partes por milhdo) e as constantes de acoplamentos (J)
calculadas em Hertz (Hz). Para calibragdo dos espectros utilizou-se
como referéncia interna o TMS 0,01 % v/v (6 0,00) para os espectros de
hidrogénio e para calibragdo dos espectros de BC CDCl, (6 77,00) e
DMSO-ds (& 39,50) e CD;0D (8 49,05). Os espectros de 1D e 2D
foram processados com o software VNMR 6.1 C.

Espectros de RMN de 'H a 400 MHz: Com 32 scans, pulso de
observagdo de 45 graus e tempo entre pulsos de 1s. Os interferogramas
foram obtidos com 32 K de memoria de transformadas com um fator de
largura de linha de 0,1 Hz.

Espectros de RMN de "*C a 100 MHz: Com 5000 scans, pulso
de observagdo de 45 graus e tempo entre pulsos de 2 s. Os
interferogramas foram obtidos com 65 K de memoria de transformadas
com um fator de largura de linha de 1 Hz.

Medidas de COSY a 400 MHz: nas condi¢des experimentais de 2 scans,
DS =4, SW = 10 ppm, nimero de experimentos = 512, LB = 0 Hz em
FleF2,SI=2k
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Medidas de HSQC a 400 MHz: nas condigdes experimentais de 32
scans, DS = 16, SW 1H = 10 ppm, SW BC = 160 ppm, nimero de
experimentos =512, LB=0Hzem F1 e F2, SI=2 k.

Medidas de HMBC: nas condi¢des experimentais de 32 scans, DS= 16,
SW 1H = 10 ppm, SW 13C = 240 ppm, numero de experimentos = 512,
LB=0HzemF1 e F2,SI 1H = 1k, SI 13C = 2k.

Medidas de NOESY a 400 MHz: nas condi¢des experimentais de 16
scans, DS = 16, SW = 10 ppm, nimero de experimentos = 256, LB =0
Hzem F1 e F2, SI=2k, , tempo de mistura = 0.2 s.

3.2 Dados sobre a franganina

3.2.1. franganina: sélido branco; Pf: 248.1-248.9 °C (Lit.248 °C);

[a] =-18217 (c 0,057, HCCIy); isolada da Discaria americana, coletada
em Santana do Livramento/RS RMN de 'H a 400 MHz, CDCl;: 6 5,05
(1H, dd, J= 17,2, 2,0 Hz, H-3), 4,51 (1H, dd, J = 10,0, 7,2 Hz, H-4),
5,91 (1H, d, J=17,6 Hz, NH-6), 4,12 (1H, ddd, ] = 7,6, 7,6, 4,0 Hz, H-7),
6,51 (1H, d, J= 10,8 Hz, NH-9), 6,73 (1H, dd, J = 9,6, 8,4 Hz, H-10),
6,42 (1H, d, ] = 7,6 Hz, H-11), 7,12 (1H, H-13), 7,25 (1H, H-14), 7,18
(1H, H-15), 7,10 (1H, H-16), 1,98 (1H, d, ] = 6,4 Hz, H-17), 1,32 (3H,
d, J= 6,8 Hz, CH;-18), 1,03 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-19), 7,93 (1H, d, J
=10,0 Hz, NH-20), 2,87 (1H, dd, J = 7,6, 5,2 Hz, H-22), 1,66/1,38 (2H,
m, CH,-23, 23°), 1,82 (1H, m, H-24), 1,01 (3H, d, J= 6,4 Hz, CH;-25),
0,94 (3H, d, J = 6,8, CH;-26), 2,22 (6 H, s, N-(CH3), -27,28), 1,79/1,38
(2H, m, CH,-29,29"), 1,30 (1H, m, H-30), 0,87 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH;-
31), 0,76 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH;-32); RMN de C a 100 MHz, CDCl5:
d 156,21 (C-1), 81,94 (C-3), 55,25 (C-4), 172,01 (C-5), 52,80 (C-7),
167,82 (C-8), 125,90 (C-10), 115,98 (C-11), 132,15 (C-12), 131,99 (C-
13), 123,10 (C-14), 123,37 (C-15), 130,50 (C-16), 29,52 (C-17), 20,60
(C-18), 15,19 (C-19), 174,11 (C-21), 66,27 (C-22), 34,54 (C-23), 26,53
(C-24), 23,18 (C-25), 22,22 (C-26), 41,97 (2C-27,28), 39,49 (C-29),
24,62 (C-30), 23,44 (C-31), 20,85 (C-32).
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3.2.2 franganina em CD;OD (RMN de 'H a 400 MHz, CD;0D): 6 4,88
(1 H, H-3), 4,45 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-4), 4,08 (1H, dd, I = 8,0, 4,0 Hz,
H-7), 6,71 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-10), 6,20 (1H, d, ] = 7,6 Hz, H-11),
6,97 (1H, H-13), 7,00 (3H, H-14, H-15, H-16), 2,16, (1H, H-17), 1,19
(3H, d, J= 6,4 Hz, CH;-18), 0,98 (3H, d, J= 6.8 Hz, CHs-19), 3,01 (1H,
dd, J=6,0, 8,8 Hz, H-22), 1,54/1,42 (2H, m, CH,-23, 23°), 1,49 (1H, m,
H-24), 0,87 (3H, d, J= 5,6 Hz, CH;-25), 0,87 (3H, d, J = 5,6, CH;-26),
2,30 (6 H, s, N-(CHs), -27,28), 1,38/1,25 (2H, m, CH»-29,29"), 1,38
(1H, m, H-30), 0,84 (3H, d, J = 6,0 Hz, CH;-31), 0,78 (3H, d, ] = 6,0
Hz, CH;-32); RMN de "°C a 100 MHz, CD;0D: § 156,44 (C-1), 80,71
(C-3), 55,41 (C-4), 171,18 (C-5), 51,64 (C-7), 170,80 (C-8), 128,19 (C-
10), 125,63 (C-11), 12830 (C-12), 130,23 (C-13), 121,00 (C-14),
117,90 (C-15), 129,42 (C-16), 28,84 (C-17), 19,57 (C-18), 14,21 (C-
19), 172,11 (C-21), 66,33 (C-22), 38,25 (C-23), 24,95 (C-24), 21,41 (C-
25), 22,56 (C-26), 41,05 (2C-27,28), 40,84 (C-29), 24,30 (C-30), 21,13
(C-31), 22,10 (C-32).

3.2.3 franganina em DMSO-d; (RMN de 'H a 400 MHz, DMSO-d): &
4,79 (1H, dd, J= 6,4, 2,4 Hz, H-3), 4,43 (1H, dd, J= 10,0, 8,0 Hz, H-4),
7,56 (1H, d, J=9,2 Hz, NH-6), 3,89 (1H, dd, J = 8.4, 8,4 Hz, H-7), 7,02
(1H, NH-9), 6,37 (1H, dd, J = 7,6, 7,6 Hz, H-10), 6,48 (1H, d, J = 7,6
Hz, H-11), 6,92 (1H, H-13), 7,01 (1H, H-14), 7,02 (1H, H-15), 6,96
(1H, H-16), 2,16 (1H, m, H-17), 1,12 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3-18), 0,90
(3H, d, J= 6,4 Hz, CH3-19), 8,33 (1H, d, J= 9,6 Hz, NH-20), 3,07 (1H,
dd, J=17.,6, 6,8 Hz, H-22), 1,43/1,08 (2H, CH,-23, 23°), 1,52 (1H, m, H-
24), 0,81 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-25), 0,78 (3H, d, J= 6,4, CH3-26), 2,22
(6 H, s, N-(CH3), -27,28), 1,22/0,86 (2H, CH,-29,29°), 1,26 (1H, H-30),
0,74 (3H, d, J = 4,0 Hz, CH5-31), 0,65 (3H, d, J = 5,6 Hz, CH;-32);
RMN de "°C a 100 MHz, DMSO-d: & 156,45 (C-1), 82,62 (C-3), 55,21
(C-4), 171,79 (C-5), 52,11 (C-7), 169,18 (C-8), 126,74 (C-10), 121,16
(C-11), 131,02 (C-12), 131,40 (C-13), 121,51 (C-14), 120,40 (C-15),
130,48 (C-16), 28,56 (C-17), 21,08 (C-18), 15,65 (C-19), 174,08 (C-21),
64,30 (C-22), 37,74 (C-23), 24,41 (C-24), 23,39 (C-25), 22,62 (C-26),
41,36 (2C-27,28), 40,20 (C-29), 24,00 (C-30), 23,54 (C-31), 21,44 (C-
32).
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3.3 Analise cristalografica do sal da franganina

Para 10 mg da substancia, foram adicionados SmL de acetona e
0,5 mL (excesso) de iodeto de metila. A reagdo foi realizada sob
agitacdo a temperatura ambiente (10LJC) durante toda a noite e
acompanhado por CCD. Ap6s toda a transformagao do alcaldide no sal,
o produto foi filtrado para um tubo de ensaio e deixado cristalizar
lentamente. A estrutura foi determinada com o Difratometro para mono
cristais Kappa Apex I, utilizando irradiagdo de molibdénio K, (A =
0,71073 A).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. FRANGANINA EM CDCl;

O alcaloide ciclopeptidico franganina (C,gH44N4O4) isolado da
Discaria americana (Rhamnaceae) e possui na sua estrutura 28
carbonos com deslocamentos quimicos entre & 174,11 e 15,19 ppm, 44
hidrogénios com deslocamentos quimicos entre 6 7,93 e 0,76 ppm, o
que esta de acordo com a estrutura e os dados encontrados na literatura
para esse metabolito secundario.

O espectro de RMN de 'H estd presente na Figura 14 ¢ as
ampliagdes das regides do espectro forneceram além dos deslocamentos
quimicos as constantes de acoplamento.

2728

Figura 14. Espectro de RMN de 'H da franganina. [CDCl; 400 MHz].
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O espectro de RMN 'H (CDCL;, 400 MHz) da franganina
mostrou os hidrogénios metinicos a-carbonilicos (H-4, H-7, H-22)
correspondendo aos sinais localizados entre 6 = 2,87 ¢ 4,51 ppm. O sinal
referente ao hidrogénio B-carbonilico (H-3) da unidade B-hidroxileucina
¢ observado préximo a essa regido em 6 = 5,05 ppm.

Os hidrogénios metilénicos B-carbonilicos H-23, 23’ e H-29, 29’
foram localizados entre & = 1,38 e 1,79 ppm. Os hidrogénios metinicos
y-carbonilicos H-17, H-24 e H-30 com os seguintes deslocamentos H-17
(6 1,98 ppm), H-24 (& 1,82 ppm) e H-30 (& 1,30 ppm).

O espectro mostrou seis dubletos, que correspondem a seis
grupos metilicos, em & 1,01 (J524= 6,4 Hz), 0,94 (Jys24= 6,8 Hz)
unidade N,N-dimetil leucina (Me-25 ¢ -26), 6 0,76 (J3130= 6,8 Hz),
0,87 (J32.30= 6,4 Hz) referentes a unidade leucina (Me-31 e -32), 61,33
(J15.17= 6,8 Hz), 1,03 (J19,17= 6,4 Hz) unidade B-hidroxileucina (Me-18 e
-19).

O singleto presente em & 2,28 ppm pertence aos hidrogénios
metilicos da unidade N, N-dimetil do aminoécido basico terminal.

Os dubletos que estdo localizados em 6 5,91 (Js; = 7,6 Hz) e 7,93
(J204= 10,0 Hz), correspondem aos hidrogénios amidicos NH-6 e NH-20
e acoplam com os hidrogénios a-carbonilicos H-7 (J;6= 7,6 Hz) e H-4
(Js20= 10,0 Hz) respectivamente. J4 o NH-9 & 6,53 ppm, hidrogénio
amidico, apresenta-se também como um dubleto devido ao acoplamento
com o H-10.

Os hidrogénios olefinicos H-10 e H-11 tiveram deslocamentos
quimicos de 6,73 ppm e 6,42 ppm, como duplo dubleto e dubleto
respectivamente.

Os deslocamentos quimicos entre 8 7,10-7,25 ppm pertencem aos
quatro hidrogénios aromaticos da unidade p-hidroxiestirilamina. As
atribui¢des dos hidrogénios, bem como as constantes de acoplamento se
encontram na Tabela 3.

As correlagdes homonucleares 'H-'H foram determinadas através
da técnica de RMN bidimensional COSY (Figura 15).

24



15 1(

M& 5 X\N;f
1(

N
o H
23 &)
32
25 24 N(CHs)2
27,28
26
‘ 25
\- 18192¢
EE TG LN 2 Zsr '”\
22/23 22/23°
] e
= (pem) P oo B /
“'—\) <} & 7/29 7/29°
\5 2 v N ]
— “A) 34 /
p a g%
‘ 3 67
¢ ¢ Vs i @
% g d / 4/20
-] 5 a4
G K4 &
2 7,
j t‘ég
< 7 ﬁ"'
] P
.] s &

8 7 6 5 a 3 2 1
F1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN 2D COSY, da Franganina. [CDCl;, 400 MHz]

As atribuigdes dos sinais registrados nos espectros de RMN
unidimensional foram realizadas com contribui¢des da espectroscopia
bidimensional. Pelo fato de ndo se ter observado acoplamentos entre os
hidrogénios amidicos de uma unidade de aminoécidos, com os
hidrogénios a-carbonilicos da unidade subsequente (4JH4,H6, 4JH7_H9 e
M H22-H20) @ estrutura da franganina pode ser considerada como possuindo
quatro unidades estruturais envolvendo diferentes sistemas de spins (A-
D) ver péagina 2. Um sistema para cada aminoacido (unidades A, B e C),
e um para o grupo estirilamina (unidade D) (Figura 16).

25



25 24 N(CHs)2
2728

2
N—

Figura 16. Sistema de spins da franganina.

Para a atribui¢do dos hidrogénios de cada sistema spin foi
utilizado um sinal de partida. O NH-20 (& 7,93 ppm) mostra correlagdo
com hidrogénio metinico H-4 (4.51 ppm), que por sua vez apresenta
correlacdo com o hidrogénio metinico H-3 em (8 5,05 ppm). Porém,
apesar da proximidade com H-17 (1,98 ppm) ndo ¢é visivel o
acoplamento entre ambos. O H-17 mostra correlagdes com os
hidrogénios das duas metilas Me-18 (5 1,33 ppm) e Me-19 (6 1,03 ppm),
sendo esse o sistema de spins (B) para a unidade da B-hidroxileucina.

O sinal de partida para o sistema de spins (C), que é formado pelo
a-aminoacido, foi o hidrogénio a-carbonilico H-7 (3 4,12 ppm) que
mostra correlagdo com o hidrogénio amidico NH-6 (& 5,91 ppm) e com
os hidrogénios metilénicos diasterotopicos H-29 (61,79 ppm) e H-29’
(01,75 ppm). O hidrogénio metinico H-30 (6 1,30 ppm) mostra
correlagdo com as metilas Me-31 (8 0,87 ppm) e Me-32 (6 0,76 ppm),
indicando, desta forma, que a leucina ¢ o a-aminoacido.

O ponto de partida para a atribuicao do sistema de spin (A) foi o
hidrogénio metinico H-22 (& 2,87 ppm), que apresenta correlagdo com
os hidrogénios metilénicos diasterotopicos H-23 (6 1,66 ppm) ¢ H-23’
(61,38 ppm). Esses, por sua vez, apresentam correlacdo entre si . Ja o H-
24 (6 1,82 ppm) correlaciona-se com os hidrogénios das metilas Me-25
(6 1,01 ppm ) e Me-26 (6 0,94 ppm), assim completa-se o sistema de
spins da unidade leucina do residuo terminal basico. O grupo N,N-
dimetil, dessa unidade basica terminal ndo apresenta nenhuma
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correlagdo. Mas o sinal em (8 2,28 ppm) € atribuido aos hidrogénios das
metilas Me-27 e Me-28.

Os sinais dos hidrogénios do grupo enamina da unidade
estirilamina (sistema de spin D) foram atribuidos pela correlagdo do
hidrogénio amidico NH-9 (6 6,53 ppm) com o hidrogénio olefinico H-
10 (8 6,73 ppm). Este, por sua vez, correlaciona-se com o sinal do outro
hidrogénio olefinico H-11 (8 6,42 ppm). No anel aromatico da unidade
estirilamina (sistema de spin D), embora p-substituido, o H-13 ndo ¢
quimicamente equivalente ao H-16 ¢ o H-14 também nao ¢ equivalente
ao H-15.
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O espectro de RMN de

BC totalmente desacoplado (Figura 17)

apresenta 28 sinais numa janela espectral entre 6 = 174,11-15,19 ppm.
A atribuicdo dos carbonos foi feita com o auxilio do espectro de
correlagdo heteronuclear bidimensional HSQC (Figura 18).
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Figura 17. Espectro de RMN de "’C da franganina. [CDCl;, 100 MHz]
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Figura 18. Espectro de RMN de 2D heteronuclear 'J¢;, HSQC, da franganina.
[CDCl;]

Os quatro carbonos com maiores deslocamentos quimicos foram
atribuidos as trés carbonilas presentes e ao carbono quaternario
oxigenado do sistema aromatico da unidade estirilamina (C-1) & =
156,21 ppm. Os deslocamentos caracteristicos para carbonilas de amidas
foram (C-21) 6 = 174,11 ppm, (C-8) 6 = 167,82 ppm e (C-5) 6 = 172,01
ppm em concordancia com os dados apresentados na literatura.

O espectro mostra seis sinais de metilas em 6 20,60, 15,19, 23,18,
22,22, 23,44 e 20,85 que foram atribuidos ao C-18, C-19, C-25, C-26,
C-31, C-32 respectivamente. Os carbonos 27,28 do grupo N,N-dimetil
tiveram deslocamentos quimicos equivalentes & = 41,97 ppm,
evidenciando rotagdo livre desse grupo. Adicionalmente, sete carbonos
metinicos foram observados, os sinais mais blindados em 6 29,52, 26,53
e 24,62 ppm foram atribuidos ao C-17, C-24, C-30, enquanto que os
sinais metinicos desblindados & 81,84, 55,25, 52,80 e 66,27 ppm foram
atribuidos ao C-3, C-4, C-7 e C-22 respectivamente. Os dois sinais de
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carbonos metilénicos C-23 e C-29 foram observados em 6 34,54 ¢ 39,49
ppm respectivamente.

Os carbonos aromaticos C-12 a C-16 estdo presentes entre
132,15-123,10 ppm. Nessa regido também se encontra o carbono
olefinico C-10 & = 125,90 ppm. Ja o outro carbono olefinico C-11 teve
deslocamento de 115,98 ppm.

Os deslocamentos quimicos de 'H ¢ "°C da franganina, junto com
as constantes de acoplamento dos hidrogénios estdo resumidos na
Tabela 3 e confirmados com espectro de HSQC como o da Figura 19.

85 80 75 70 65 60 55 50
F1 (ppm)

Figura 19. Espectro expandido de RMN de 2D heteronuclear 'Jy, HSQC,
regido 6 5,2 a 2,7 ppm da franganina. [CDCl;]
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de 'He "C para franganina.

H/C 8 'H (ppm); J (Hz) 3 °C (ppm)
1 156,21
3 5,05dd J=72;)5,7=2,0 81,94
4 4,51 dd Jas=7.2 3 Jaao= 10,0 55,5
5 172,01
6 591d Jor=17,6
7 4,12 ddd J7,6: 7,6 N J7~29: 7,6, J7’29': 4,0 52,80
8 167,82
9 6,53 d Jo10= 10,8
10 6,73 dd Jio.11= 8,45 J10979,6 125,90
11 6,42d Ji110= 7,6 115,98
12 132,15
13 7,12 J=72 131,99
14 7,25 123,10
15 7,18 J=828;1=228 123,37
16 7,10 J=8,0 130,50
17 1,98 m Tip10= 6,4 29,52
18 1,33d Ji5.17= 6,8 20,60
19 1,03d Tiour= 6,4 15,19
20 7,93d J204=10,0
21 174,11
22 2,87 dd J2225= 5,25 J0003=7,6 66,27
23 1,66 34,54
23’ 1,38
24 1,82 m 26,53
25 1,01d Jos2= 6,4 23,18
26 0,94d Jo624= 6,8 22,22
27,28 2285 41,97
29 1,79 39,49
29’ 1,38
30 1,30 24,62
31 0,87d J3150= 6,4 23,44
32 0,76 d J32‘30: 6,8 20,85

em CDCl;, a 400 e 100 MHz.
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O espectro homonuclear bidimensional que revela a interagdo
entre os hidrogénios proximos no espago NOESY (Figura 20), assim
dando informacgdes sobre a configuracao dos quatro carbonos quirais da
franganina.
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Figura 20. Espectro de RMN de 2D, NOESY da franganina. [CDCls].

Os dados obtidos do espectro de NOESY (Figura 21) mostraram
que os hidrogénios H-3 e H-4 apresentam correlagdo, ou seja, estdo
posicionados espacialmente de uma forma que a distancia entre eles ndo
seja superior a 5 A. Além disso, o H-3 mostrou correlagdo espacial com
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os hidrogénios H-17 e H-18, o que ajuda a confirmar a presenca da
unidade B-hidroxileucina. O H-4, por sua vez, mostra correlagdes com
os hidrogénios H-6, H-19 e H-20.

Para o H-7, observa-se correlagdo com o hidrogénio amidico H-6,
com os hidrogénios metilénicos H-29, 29°, com o hidrogénio metinico
H-30 e com os hidrogénios da metila Me-32. Tal fato possibilita a
confirma¢do de que a leucina ¢ de fato o a-aminoacido. Além disso,
verifica-se que as metilas que possuem menores deslocamentos
quimicos sdo as metilas Me-31 ¢ Me-32 o que ndo esta de acordo com
os dados da literatura que atribui os menores deslocamentos quimicos
para os hidrogénios das metilas Me-25 e Me-26. Desta maneira,
podemos observar a conecgdo entre as diferentes unidades do macrocilo
e confirmar algumas atribui¢des que foram duvidosas no espectro de
COSY.
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Figura 21. Espectro expandido de RMN de 2D, NOESY, regido 6 8,0 a 4,0 ppm
da franganina. [CDCls]
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O hidrogénio metinico H-22 tem correlagdes com os hidrogénios
metilénicos H-23,23’e com os hidrogénios da metila Me-26. Com isso,
pode-se confirmar a leucina presente na unidade do aminoécido terminal
basico. Confirma-se que as metilas presentes nessa unidade ndo sdo as
que apresentam os menores deslocamentos quimicos e que a leucina esta
presente também na unidade terminal basica. A atribuicdo feita dos
hidrogénios das metilas 27 e 28 pertencentes ao grupo N,N-dimetil
também pode ser confirmada. As correlagdes dos espectros de NOESY
estdo resumidas na Tabela 4.

Com os dados obtidos da franganina em solugdo, observa-se que
a unidade da B-hidroxileucina possui uma configuragdo eritro pela
constante de acoplamento entre H-3 ¢ H-4 (J = 7,2 Hz), que pela
equacdo de Karplus (KARPLUS, 1959), temos duas solucdes
aproximadas para o valor do angulo diedro: 20° ou 140° (Figura 22).

T 7 T 17 T T T 1 T T T T T

JHH‘ (Hz)

[
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Figura 22. Correlagao vicinal de Karplus

O deslocamento quimico do C-3 (6 = 81,94 ppm) e C-4 (6 =
55,25 ppm) sugerem uma configuracgdo eritro, o que estaria de acordo
com um angulo diedro H-3/H-4 préximo de 140°. Por outro lado, a
presenga de sinal de cruzamento de NOESY entre H-3 e H-4 indica a
sua proximidade espacial, o que estaria mais de acordo diedro proéximo
de 20°. Além disso, a presenca de sinal de cruzamento de NOESY entre
H-3 ¢ H-4 revela a sua proximidade espacial, o que indica que a
conformagdo existente € um equilibrio entre as conformagdes
anti/gauche.
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Tabela 4. Dados espectroscopicos de RMN de 'H da franganina.

NOESY

H/C 3 'H (ppm);
1
3 5,05
4 4,51
5
6 591
7 4,12
8
9 6,53
10 6,73
11 6,42
12
13 7,12
14 7,25
15 7,18
16 7,10
17 1,98
18 1,33
19 1,03
20 7,93
21
22 2,87
23 1,66
237 1,38
24 1,82
25 1,01
26 0,94
27,28 2,28
29 1,79
29’ 1,38
30 1,30
31 0,87
32 0,76

H-4, H-14, H-17, H-18
H-3, H-6, H-19, H-20

H-4, H-7, H-29°
H-6, H-29, H-29’, H-30, H-31

H-3

H-3, H-18, H-19, H-20

H-3, H-17
H-4, H-17
H-4, H-17, H-23, H-27,28

H-23, H-23’, H-26, H-27,28
H-20, H-22
H-22
H-22

H-22
H-20, H-22
H-6, H-7

H-6

H-7

H-7

em CDCl;, a 400 e 100 MHz.
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4.2 FRANGANINA EM CD;0OD

Para investigar a influéncia do solvente no deslocamento
quimico, o composto franganina foi analisado em diferentes solventes.

No espectro de RMN 'H (CD;OD, 400 MHz) da franganina
(Figura 23), € possivel verificar que os hidrogénios amidicos NH-6, NH-
9 e NH-20 ndo estdo presentes (em relagdo & mesma regido do espectro
em cloroformio), ou seja, ocorreu a troca desses hidrogénios por
deutério. Os deslocamentos quimicos de 'H variaram, mas nio de forma
intensa em relagdo ao espectro da franganina em CDCl; (Ad = 0,41 ppm,
H-29). Mesmo assim, observou-se que os hidrogénios aromaticos
ficaram mais sobrepostos dificultando suas atribuigdes.

O espectro de °C (Figura 24), mostrou que alguns
deslocamentos quimicos de "*C, como o do C-11 (As = 9,65 ppm)
variaram de forma intensa.

No espectro de COSY também ndo existiu correlacdo entre os
hidrogénios H-3 e H-17.

Os hidrogénios das metilas Me-25, Me-26, Me-31 ¢ Me-32,
tiveram as suas atribui¢des confirmadas pelos espectros bidimensionais
NOESY e HSQC (Figura 25). Os deslocamentos quimicos de
hidrogénios e carbonos para a franganina em metanol-d, estdo presentes
na Tabela 5. 15 16
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H da franganina. [CD;0D, 400 MHz]
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Figura 25. Espectro de RMN de 2D heteronuclear 1JC,H, HSQC, da franganina.
[CD;0D]

O espectro de RMN 2D NOESY mostra correlagdes como a do
hidrogénio metinico H-3 com os hidrogénios da metila Me-18 e com o
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hidrogénio aromatico H-14. O hidrogénio metinico H-7 com o
hidrogénio metilénico H-29’. H-10 e H-11 também apresentaram
correlagdo. Da Figura 26, que mostra o espectro de NOESY na regido de
2,46 a 0,62 ppm, pode-se observar que o sinal em o 2,16 ppm tem
correlagdes com os sinais em d 1,19 e 0,98 ppm. Tal correlagio se refere
ao hidrogénio metinico H-17 com os hidrogénios das metilas Me-18 e
Me-19. Ja o sinal em 1,49 ppm com os sinais sobrepostos em 0,87 ppm,
que representa a correlagdo do H-24 com as metilas sobrepostas Me-25
e Me-26. O sinal em 1,38 ppm com os sinais em 0,84 ¢ 0,78 ppm, ou
seja, a correlagdo do H-30 com os hidrogénios das metilas Me-31 e Me-
32.
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Figura 26. Espectro expandido de RMN de 2D homonuclear Ji;, NOESY
regido 6 2,46 a 0,62 ppm da franganina. [CD;0D]
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de 'He "C para franganina.

H/C 8 'H (ppm); J (Hz) 3 °C (ppm)
1 156,44
3 4,88 80,71
4 4454 T84 55,41
5 171,18
6
7 4,08 dd J7’29: 8,0 5 J7~29': 4,0 51,64
8 170,80
9
10 6,71d Ji0.1=7,6 128,19
11 6,20d Ji110= 7,6 125,63
12 128,50
13 6,97 130,23
14 7,00 121,00
15 7,00 117,90
16 7,00 129,42
17 2,16 m 28,84
18 1,19d Ji5.17= 6,4 19,57
19 0,98 d Tionr= 6,8 1421
20
21
22 3,01 dd J2223= 6,05 J2p3= 8,8 66,33
23 1,54 m 38,25
23’ 1,42 m
24 1,49 m 24,95
25 0,87d Jo504= 5,6 21,41
26 0,87 d J26,24: 5,6 22,56
27,28 2,30s 41,05
29 1,38 40,84
29’ 1,25
30 1,38 24,30
31 0,84d J3150= 6,0 21,13
32 0,78 d J32’3(): 6,0 22,10

em CD;0D, a 400 e 100 MHz.
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4.3 FRANGANINA EM DMSO

Dando sequéncia a analise em diferentes solventes, a amostra
com a franganina foi preparada com o solvente dimetilsuféxido
(DMSO-dy).

Os deslocamentos quimicos de 'H e "C da franganina em
DMSO-dg, junto com as constantes de acoplamento dos hidrogénios
estdo resumidos na Tabela 6.

Do espectro de RMN 'H (DMSO, 400 MHz) da franganina
(Figura 27), pode-se afirmar que todos dos hidrogénios apresentaram
variagdes de deslocamentos quimicos, o que ja era esperado devido a
mudanga de solvente, sendo que os mais influenciados foram os
hidrogénios amidicos NH-6, NH-9 e NH-20. Esses hidrogénios foram
deslocados pela formagdo de ligagdes hidrogénio com o solvente. Em
solugcdo e com solventes polares como o DMSQO, as ligagdes hidrogénio
intramoleculares competem com as intermoleculares e geralmente
perdem (JEFFREY, 1997). Observou-se também que o H-7 deixou de
ser duplo duplo dubleto (em CDCl;, Figura 28 a) e transformou-se em
duplo dubleto (Figura 28 b).
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H da franganina. [DMSO a 400 MHz]
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O espectro de "°C totalmente desacoplado (Figura 29), apresenta
28 sinais numa regido espectral entre & = 171,79-15,65 ppm. Uma das
principais alteragdes pode ser observada no valor de deslocamento
quimico do carbono da carbonila 21 (Ad = 3,03 ppm), o que
possivelmente esta relacionado com a destruigdo de ligagdes hidrogénios
intramoleculares (JEFFREY, 1997).
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Figura 29. Espectro de RMN de °C da franganina. [DMSO, 400 MHz].

As atribuigdes dos hidrogénios foram confirmadas no espectro de
COSY.
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Do espectro expandido de RMN 2D COSY (Figura 30), como
principal informagao, obtem-se que o hidrogénio H-30 que é observado
em 0 1,26 ppm acopla com os hidrogénios que estdo em 6 0,65 e 0,74
ppm, ou seja, H-32 e H-31. Assim, confirma-se que os hidrogénios das
metilas 31 e 32 apresentam menores deslocamentos quimicos. Um
acoplamento que pdde ser visto foi o do H-3 com o H-17, tal correlagio
ndo estava presente quando o espectro do composto foi feito em CDCl;
e CD;0D, o que sugere que este solvente influenciou na conformagédo da
molécula também.
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Figura 30. Espectro expandido de RMN de 2D homonuclear Jyy, COSY,
regido 6 2,4 a 0,4 ppm da franganina. [DMSO].
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de 'He "C para franganina.

H/C 5 'H (ppm); J (Hz) 3 °C (ppm)
1 156,45
3 4,79 dd J=64;)5,7=24 82,62
4 443 dd Tus= 8,05 Jyop= 10,0 5521
5 171,79
6 7,56 d Jo,= 9.2
7 3,89 dd J7~29: 8,4 5 J7~29': 8,4 52,1 1
8 169,18
9 7,02d
10 6,37 dd Ji0.11= 7,65 J109= 7,6 126,74
11 6,48 d Ji1.10= 7,6 121,16
12 131,02
13 6,92 131,40
14 7,01 122,51
15 7,02 120,40
16 6,96 130,48
17 2,16 m 28,56
18 1,12d Ji5.17~= 6,8 21,08
19 0,90 d Tior= 6,4 15,65
20 8,33d J204=9,6
21 171,08
22 3,07dd J2223= 6,85 J2023=7,6 64,30
23 1,43 37,70
23’ 1,08
24 1,52 m 24,41
25 0,81d J504= 6,8 23,39
26 0,78 d J26,24: 6,4 22,62
27,28 2225 41,36
29 1,22 40,20
29’ 0,86
30 1,26 24,00
31 0,74 d J3150= 4,0 23,54
32 0,65 d J32‘30: 5,6 21,44

em DMSO, a 400 ¢ 100 MHz.
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O espectro expandido de RMN 2D NOESY (Figura 32), também
ajuda a confirmar que hidrogénios da metila 32 em & 0,65 ppm

apresentam correlacdo com o sinal em o 3,89 que foi atribuido como
sendo o hidrogénio metinico H-7.
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Figura 31. Espectro expandido de RMN de 2D homonuclear, NOESY regido &
5,0 a 0,0 ppm da franganina. [DMSO].

O H-7, por sua vez, mostrou correlagdo com um dos hidrogénios
metilénicos, o H-29 (Figura 31). O hidrogénio metinico B-carbonilico H-
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3 mostrou correlagdo com o hidrogénio metinico a-carbonilico H-4, com
o hidrogénio H-17 e com os da metila Me-18.

Dos hidrogénios amidicos que tiveram maiores variagdes de
deslocamentos quimicos, observou-se no NOESY (Figura 32) as
correlagdes do hidrogénio NH-6 com H-4, H-7 e H-29. Ja o NH-20, com
os hidrogénios H-4, H-22 e com os hidrogénios das metilas Me-27,28.
Ja a correlagdo com o H-17, que estava presente no NOESY em CDCl;,
nao foi observada em DMSO.
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Figura 32. Espectro expandido de RMN de 2D homonuclear Jiy, NOESY
regido 6 8,6 a 0,2 ppm da franganina. [DMSO].
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Dando continuidade aos estudos da franganina em DMSO, foram
adicionadas algumas gotas de metanol deuterado. A seguir, foram feitos
espectros de 'H, °C, COSY ¢ HMBC.

O espectro de hidrogénio (Figura 33) mostra alteragdo apenas nos
hidrogénios amidicos NH-6, NH-9 e NH-20. Como se pode observar,
quando comparado com a regido ampliada do espectro apenas em
DMSO, as alteragdes estdo na intensidade e na forma dos sinais, o que
sugere que a troca dos hidrogénios por deutério é lenta e de forma
parcial quando comparado com o espectro da franganina em metanol.
Isto leva a propor que o fator que influencia na velocidade de troca esta
na forga das liga¢des hidrogénio intermoleculares da franganina com o
DMSO, do que nas possiveis ligagdes intramoleculares (hidrogénio
amidico NH6 com o oxigénio da carbonila 21) .
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H da franganina. [DMSO + CD,0D, 400
MHz]

O HMBC que mostra correlagdes de 3] H.c, apresenta correlagdes
entre o C-3 e H-19. Os hidrogénios em & 0,65 e 0,74 ppm,
correlacionam-se com o carbono que estd em 6 40,20 ppm, ou seja, 0s
hidrogénios das metilas H-31 ¢ H-32 com o C-29. O hidrogénio em &
6,48 ppm com o carbono em & 126,74, sendo que essa correlagdo se
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refere ao H-11 com o C-10. Do HMBC da regido das carbonilas (Figura
34), atribuiu-se a de maior deslocamento quimico como sendo a do
carbono C-5, pois a correlacdo de H-3 com o carbono carbonilico C-5 ¢
a de maior possibilidade, visto que a correlagdo entre H-3 e C-5 envolve
um *Jey € a correlagdo H-3 e C-21, envolveria um Jen, sendo essa
correlagdo mais dificilmente vista. Os dados obtidos dos espectros de
HMBC estdo resumidos na Tabela 7 e auxiliaram em algumas
atribui¢des duvidosas como a dos carbonos carbonilicos da Tabela 6.
Desses dados, pode-se concluir que o solvente DMSO-d; alterou
o deslocamento quimico da carbonila C-21, quando comparado com o
deslocamento do mesmo carbono em CDCl;, ou seja, o solvente DMSO-
ds, atuou como destruidor de liga¢des de hidrogénio intramoleculares,
como a do hidrogénio amidico NH-6 com o oxigénio da carbonila C-21.
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Figura 34. Espectro expandido de RMN de 2D heteronuclear *Jc;, HMBC,
regido das carbonilas da franganina. [DMSO + CD;0D].
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Tabela 7. Dados espectroscopicos de RMN de 'H e "°C da franganina.

H/C 8 '"H (ppm); Correlagdes HMBC
Jen Jen

1

3 4,79 C-19,C-5
4 4,42 C-3 C-21

5

6 7,56

7 3,88

8

9 7,02

10 6,38 -

11 6,48 -

12

13

14

15

16

17 2,16

18 1,12 C-17 C-19
19 0,90 - C-1

20 8,31

21

22 3,06 C-21,C-23 C-27,C-28
23 1,43

23’ 1,08

24 1,52

25 0,81 C-24 C-23,C-26
26 0,78 C-24 C-23
27,28 2,22 C-27,C-28 C-22
29 1,22

29’ 0,86

30 1,26

31 0,74 C-30 C-29
32 0,65 C-30 C-29

em DMSO-ds+ CD;0D, a 400 e 100 MHz.
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4.4 ANALISE POR DIFRACAO DE RAIOS-X E NOESY: SAL DA
FRANGANINA

O alcaloide ciclopeptidico franganina teve sua estrutura
confirmada através da analise por difracdo de raios-x (Figura 35), além
disso, a estereoquimica absoluta pdde ser determinada. O composto foi
cristalizado apos a reacdo com iodeto de metila. A franganina apresenta
a unidade N, N-dimetil terminal e a reacdo com o iodeto de metila tem
como produto um sal de amonio quaternario.

O sal da franganina solubilizado em metanol deuterado e foram
feitos espectros de RMN de 'H e °C. A Figura 36 mostra o espectro de
RMN de 'H do sal da franganina. Como o interesse pela determinacgao
da estereoquimica ¢ principalmente para os carbonos C-3 e C-4, foram
feitas as atribuicGes desses carbonos, bem como seus respectivos
hidrogénios, baseando-se nos valores de deslocamentos quimicos
encontrados em CD;0D e nos outros solventes.

Do espectro de RMN de 'H do sal da franganina em CD;OD,
atribuiu-se o hidrogénio metinico H-3 em (& 4,92 ppm) com J54 = 8,8
Hz e o hidrogénio metinico H-4 em (3 4,54 ppm), com um J45= 8,8 Hz
(Figura 34). Esses hidrogénios foram posteriormente confirmados por
apresentarem correlacdo no espectro de RMN 2D COSY (Figura 37) e
deslocamentos quimicos que variaram pouco em relagdo a franganina
em CD;0D ndo reagida com iodeto de metila (A5 = 0,04 ppm, H-3) e
(A5 = 0,09 ppm, H-4).
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Figura 35. Estrutura obtida através da difracdo de raios-x do sal da franganina
apos a reagdo com CH;I com a estereoquimica absoluta.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H do sal de franganina. [CD;0D, 400 MHz]
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Figura 37. Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regido 6,1 a 3,0 ppm
do sal da franganina. [CD;0D]

O espectro de RMN de °C mostrou o (C-3) & = 79,46 ppm e (C-
4) & = 55,85 ppm, que foram posteriormente confirmados pelas
correlagdes heteronucleares no espectro de RMN 2D HSQC (Figura 38).
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Figura 38. Espectro expandido de RMN de 2D HSQC, regido do carbono 82 a
49 ppm do sal de franganina. [CD;0D]

A por¢do B-hidroxileucina, neste caso, apresenta a forma eritro
pela constante de acoplamento (J = 8,8 Hz) entre H-3 ¢ H4 ¢ a
ressonancia do (C-3) 6 = 79,43 ppm. Do grafico da equacdo de Karplus,
conclui-se que pela constante de H-3 ¢ H-4 de 8,8 Hz, o angulo diedro
entre eles deve ser proximo de 160°.
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O espectro de RMN 2D NOESY (Figura 39), mostra que H-3 e
H-4 se correlacionam, ou seja, a distincia espacial ndo é superior a 5 A.
Desta forma, pode-se dizer que H-3 e H-4 apresentam correlagdo no
espectro de NOESY e estdo na forma eritro e com uma conformacao
resultante do equilibrio anti/gauche.
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Figura 39. Espectro expandido de RMN de 2D homonuclear Jy, NOESY
regido 6 7,5 a 4,0 ppm do sal da franganina. [CD;0D]

Dos dados obtidos por difragdo de raios-X, confirma-se a
expectativa, o angulo diedro encontrado entre H-3 ¢ H-4 foi de 157° e a
distincia entre eles é de 2,836 A, assim, pode-se confirmar como foi
previsto pelos dados de RMN que a configuragdo entre H-3 e H-4 é
eritro e lembrando que, Karplus ao determinar a correlacdo de
acoplamento vicinal, em seus calculos, ndo levou em conta fatores como
substituintes eletronegativos, angulos de ligagdo e comprimentos de
ligacdo, ou seja, mesmo sendo um célculo aproximado, teve
concordancia com os dados obtidos.
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5 CONCLUSOES

Os deslocamentos quimicos dos sinais do composto franganina
apresentaram variagdes de acordo com os diferentes solventes
deuterados que foram utilizados.

As ligacdes hidrogénio intra e intermoleculares foram
investigadas através das diferengas observadas nos espectros da
franganina em CDCl; e DMSO-ds. As principais mudancas
foram verificadas nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
proximos e dos carbonos carbonilicos presentes nas mesmas.

Foi obtida a atribui¢do completa do alcaldide ciclopeptidico
franganina apos varios anos de seu primeiro isolamento, em
funcdo das técnicas que foram usadas, e desta forma, poderdo
servir como uma base para uma revisdo da atribuicdo de
compostos similares.

Os dados de RMN como os deslocamentos quimicos dos
carbonos quirais e seus respectivos hidrogénios, as constantes
de acoplamento e as correlagdes com o angulo diedro sdo
ferramentas importantes na determinagdo da estereoquimica
apenas por RMN.

Existem varios métodos de obtencdo de cristais, como acetilagdao
e o composto cristalizando por si proprio, todos estes levando a
uma atribuicdo da configuracdo relativa. O método que foi
empregado neste trabalho foi a formacdo de um sal de amdnio
quaternario, com presenca do iodo (dtomo pesado) que permite
a obtencdo da determinacdo da estereoquimica absoluta por
raios-X.
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