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'H- and *C-Chemical shifts assignment of the cyclopeptlde alkaloide discarine-B was done based on
2D-NMR experiments such as 'H x 'H-COSY and 'H x *C-COSY. This work intends to be a guide
for future identification of other kinds of structuraly similar cyclopeptide alkaloids.
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INTRODUGCAO

Alcalbides ciclopeptidicos sdio bases poliamidicas encon-
tradas em diversas familias de plantas, principalmente em es-
pécies pertencentes 2 familia Rhamnaceae!. Essas moléculas
s80o constituidas por um macrociclo de 13, 14 ou 15 membros,
nos quais fazem parte, geralmente, dois aminodcidos e um
grupo estirilamina (Esquema 1).

Esses compostos despertaram considerdvel interesse pelas

{4y

diferentes agbes farmacoldgicas associadas com muitos deles,
incluindo atividades hipotensivas?, anti-diarréicas e anti-
disentéricas?, anti-fiingicas e anti-bidticas!. Tais resultados t&m
incentivado o crescente nimero de investigaces acerca des-
ses compostos, como isolamento, determinagdes estruturais e
sintesel45,

As plantas das quais esses alcaléides tém sido isolados sio
bastante utilizadas na medicina popular, em virias partes do
mundo, hé séculosb9.

Esquema 1. Estrutura geral para alcaldides ciclopeptidicos de 14 membros.

Os dados espectroscépicos de RMN de 'H e 13C, encontra-
dos na literatura, sobre esses compostos sdo limitados e as
poucas tentativas de atribuigdes de sinais basearam-se, princi-
palmente, em compostos modelos sintetizados!0-13,

Neste trabalho, realizou-se um estudo mais atualizado de
espectroscopia de RMN utilizando-se técnicas de 1-D e
2-D, com a finalidade de se obter atribuigdes corretas dos si-
nais dos micleos de H e 13C de um alcaléide ciclopeptidico
denominado discarina-B. Os resultados aqui mostrados pode-
rao ser utilizados para auxiliar na atribuigdo de sinais e na
determinagdo de outros compostos dessa classe.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

RMN de 'H

A Figura 1 mostra o espectro de RMN de 'H (80 MHz) de
discarina-B, cuja estrutura estd representada no Esquema 2,
com a respectiva numeragiio de seus dtomos de carbono e in-
dicagi@io de unidades estruturais (I-VI) caracterizadas pelos des-
locamentos quimicos e sistemas de interag@o spin-spin.

Nesta figura, a regiio espectral compreendida entre 0,50 e
2,50 ppm apresenta os sinais dos prétons metilicos e de al-
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Figura 1. Espectro de RMN-'H, de discarina-B em CDCl, + 10% DMSO-d , a 80 MHz.

guns dos prétons metilénicos e metinicos dos aminodcidos que
compdem a molécula.

Os prétons metinicos o-carbonilicos (H-4, H-7 e H-22)
correspondem aos sinais localizados entre 6 = 2,50 e 5,50 ppm.
Nesta regido inclui-se também, o sinal referente ao préton
B-carbonilico (H-3) da unidade S-hidroxi-leucina e, ainda, os
prétons diastereotépicos H-29 e 29' B-carbonilicos da unidade
triptofano, que correspondem aos sinais em & = 2,90 e
3,15 ppm, respectivamente.

Os deslocamentos. quimicos compreendidos entre 8 = 6,50
a 10,60 ppm apresentam os sinais correspondentes aos prétons
NH-6, NH-9 e NH-20 das fungbes amidicas e ao préton
indélico NH-30 do triptofano. Nessa regido, observam-se tam-
bém os sinais que correspondem aos prétons olefinicos do
grupo enamina e aos prétons arométicos das unidades estirila-
mina e triptofano.

Pelo fato de ndio se ter observado acoplamentos entre os
prétons amidicos de uma unidade de amino4cidos, com os pré-
tons a-carbonilicos da unidade subseqiiente (*Jga.us, “Tu7-1Ho ©
4Jm22.120), & estrutura de discarina-B pode ser considerada como
possuindo seis unidades estruturais envolvendo diferentes siste-
mas de spins (I-VI). Um sistema de spins para cada amino4cido
(I, II e IV), dois para o grupo estirilamina (V-VI) e o dltimo
formado pelo grupo N-N-dimetila (III) (ver Esquema 2).

As atribuigdes de sinais, registrados no espectro unidimen-
sional de RMN-1H, de discarina-B, foram realizadas com con-
tribui¢cdes de espectroscopia bidimensional de correlagéo ho-
monuclear (!H x 'H-COSY), que revelou a interagio spin-spin
entre vérios nicleos de prétons, permitindo atribui¢des ine-
quivocas (Tabela 1).

Para a atribuigdio dos prétons de cada sistema de spins é
necessério encontrar um sinal de atribuig@o inequivoca, para
servir como ponto de partida para a atribuigdo dos demais
prétons do mesmo sistema de spins. De longe, o caso mais
dificil é a atribui¢do dos trés aminodcidos. Para encontrar o
sinal de partida para a atribui¢do dos aminodcidos utilizaram-se
as diferentes velocidades de troca dos prétons amidicos.
Haslinger!4 constatou que, pela adigio de D,0, o NH-20 troca
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Esquema 2. Estrutura e sistema de spins (I-1V) de discarina-B.

numa velocidade muito superior & dos outros dois prétons
amidicos. O NH-20 (8 = 7,90 ppm) foi, entfio, o sinal de par-
tida para encontrar os demais deslocamentos quimicos dos
prétons do hidroxi-aminodcido (sistema de spins I), conforme
demonstrado na Figura 2 pelos sinais transversais de NH-20 e
H-4 (4,50 ppm), H-4 ¢ H-3 (4,90 ppm), H-3 e H-17 (2,20
ppm, superposto com o sinal do NMe;) e do H-17 e 3H-18
(1,20 ppm) e 3H-19 (1,03 ppm). ’

O sinal de partida para a atribuigiio dos deslocamentos qui-
micos dos prétons do aminodcido triptofano representa o hidro-
génio indélico observado a 10,50 ppm. Esse préton apresenta
quatro sinais transversais (em relagdo 3 diagonal): dois mais
intenso, com o sinal a 7,15 ppm, atribufdo ao H-31 (3J), e os
dois restantes, com o sinal a 7,40 ppm, que foi atribuido ao
H-36 (4I). Os sinais dos prétons metilénicos B-carbonilicos H-
29 e H-29'(2,90 e 3,15 ppm) foram atribuidos pelo acoplamen-
to de longa disténcia (4Tizg) com H-31. Estes prétons metilénicos
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos de 'H e 13C (ppm com relagdo ao TMS) e constantes de acoplamento (Jyu) de discarina-B.?

Posigdo Identificag@o SH [ppm] 8C [ppm] 4
J(Hz)
1 -C (Ar) 156,0 156,1
3 -CH-O 4,90 (dd) - 81,4 82,4
Js17=15; J34 = 8,0
4 -NH-CH-CO- 4,52 (dd) 54,2 55,5
Ja3 =8,0; Js20=9,5
5 -CO 171,0 171,2
6 -OC-NH-CH- 6,50 (d)
Jé1=6,5
7 -NH-CH-CO- 4,20 (m) 53,0 54,1
8 -CO- 167,6 167,7
9 -CO-NH-CH- 6,85 (d)
: Jo10 = 6,5
10 -NH-CH=CH-Ar 6,25 (dd) 124,7 125,4
Jios = 7,0; Jion1 = 7,9
11 -NH-CH=CH-Ar 6,40 (d) 122,9 124,0
Inw=179
12 -C(Ar) 130,0 131,3
130 -CH(Ar) 6,88 (m) 129,7 129,8
14® -CH(Ar) 7,40 (m) 120,2 119,6
15v -CH(Ar) 7,14 (m) 119,1 121,0
16® -CH(Ar) 6,92 (m) 128,4 131,3
17 -CH- 2,20:(m) 27,3 27,5
18 -CH;3-CH- 1,21 (@) 13,9 144
Jig17 = 6,5
19 -CHs-CH- 1,03 (d) 21,3 20,1
Jis17 = 6,5
20 -CH-NH-CO- 7,85 (d)
J204=9,5
21 -CO- 171,3 172,1
22 -(CH3);N-CH-CO- 2,62 (d) 71,5 73,9
J2223 = 17,6
23 -CH;-CH-CH,- 1,85 (m) 32,8 34,6
24;24' -CH;CH,-CH- 1,21;1,52 (m) 26,51 27,3
25 -CHs-CH,- 0.90 (1) 10,0 12,2
J2524 = 6,5
26 -CH;-CH- 0,75 (d) 13,8 14,8
J2623 = 6,5
27,28 -N(CH3), 2,20 (s) 40,7 42,7
29;29' -CHaz(Indol) 2,90;3,15 (m) 24,8 27,3
30 -HN(Indol) 10,25 (s)
31 -CH(Indol) 7,15 (s) 120,2 122,1
32 -C(Indol) 107,6 109,2
33 -CH(Indol) 7,53 (d) 117,5 118,5
34¢ -CH(Indol) 7,28 (m) 122,9 119,6
35¢ -CH(Indol) 7,44 (m) 117,5 122,1
36 -CH(Indol) 7,46 (m) 110,2 110,0
37 -C(Indol) 135,0 136,4
37 -C(Indol) 126,1 127.0
* Valores confirmados por experimentos 'H x 'H-COSY, 'H x 1¥C-COSY e DEPT com 6 = 135° ¢ 90°.
b As ressondncias de 'H e 13C, devido a sobreposigdo de sinais, ndo foram atribuidos com certeza.
¢ Os valores de 13C podem estar trocados.
4 Valores obtidos da Ref. 10.
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Figura 2. Espectro de RMN-2D, correlagdo 'H-'H (cosy-45°), de discarina-B, em CDCl, + 10% DMSO-d,, a 80 MH:z.

H-29 e H-29’ apresentam sinais transversais com o H-7 (4,20 ppm)
e este com o sinal a 6,50 ppm atribuido ao NH-6.

Para a atribuigdo dos sinais da unidade N,N-dimetilisoleu-
cina (sistema de spins II), os sinais dos prétons metilénicos ¥
carbonilicos, H-24 e H-24', foram utilizados como ponto de
partida para a identificagdo dos deslocamentos quimicos dos
demais prétons dessa unidade. Esses prétons foram atribuidos
através do espectro 'H x IH-COSY (Fig. 2). Eles absorvem
em 1,20 e 1,40 ppm e apresentam sinais transversais que ca-
racterizam interagbes entre si, e cada um deles com a metila
25 (0,90 ppm) e com H-23 (1,85 ppm) e este, por sua vez,
com a metila 26 (0,750 ppm) e com H-22 (2,60 ppm). Os
sinais dos prétons da unidade estirilamina (sistema de spin V)
foram atribuidos pelos seus deslocamentos quimicos e pela
observagdo dos sinais transversais do H-10 (6,20 ppm) com o
H-11 (6,40 ppm) e o NH-9 (6,80 ppm) mostrados na Figura 2.
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No anel aromético da unidade estirilamina (sistema de spin
VI), embora p-substituido, o H-13 ndo é quimicamente equiva-
lente ao H-16, assim como H-14 ndo € equivalente ao H-15. Suas
atribuicdes sio grandemente dificultadas pela pequena dispersdo
de seus deslocamentos quimicos e pela intensa sobreposigéo des-
tes sinais com os prétons arométicos do triptofano.

E, por iltimo, o sinal do N,N-dimetil (sistema de spin III)
é atribuido pela sua intensidade e deslocamento quimico ca-
racteristico (2,20 ppm).

RMN de ®C

Para atribuigiio dos sinais de !3C do espectro apresentado
na Figura 3a, foram utilizados experimentos de RMN 13C
DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer),
com 0 = 90° (somente sinais de CH, Figura 3c) e 6 = 135°
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(CH3 e CH em fase oposta do CHj, Figura 3b: CHs e CH
como sinais positivos e CH; como sinais negativos), e
espectroscopia bidimensional de correlagido heteronuclear
IH x 13C-COSY-lJcy (Figura 4). Os deslocamentos quimicos
de 13C se encontram na Tabela 1.

O primeiro passo na atribui¢do de sinais dos espectros
obtidos pela técnica DEPT, permitiu a andlise das multiplici-
dades CHn. Assim, o experimento DEPT com 6 = 135° (Fig.
3b), apresentou os sinais referentes a carbonos metinicos (CH)
e metilicos (CH3) registrados na fase positiva e dois sinais na
fase negativa, que identificam os dois carbonos metilénicos
(CH_) presentes na estrutura de discarina-B. A distin¢@o entre
os sinais de carbonos primdrios (CH) e de tercidrios (CHs),

C)

CH —+

Aol

b)

CH + CHy —=

foi realizada pela comparagio com espectro do experimento
DEPT com 6 = 90°, que forneceu apenas os sinais de carbo-
nos metinicos (CH) (Fig. 3c). Considerando que, no espectro
DEPT com 6 = 135° nd3o aparecem os sinais referentes aos
carbonos ndo protonados (ndo sdo modulados) essa técnica
possibilitou também a identificagdo dos sinais dos carbonos
quaterndrios. Verificou-se assim, que por comparagéo com o
espectro da Figura 3a, os cinco sinais do espectro de carbono-
13 estdo ausentes no DEPT com 6 = 135°,

Embora os espectros DEPT sejam eficientes na identifica-
¢do do niimero de prétons ligados a cada carbono da molécu-
la, esse espectro ndo permite discernir os sinais decorrentes
de carbonos com mesmo nimero de prétons. Assim, para uma
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Figura 3. a) Espectro de RMN-°C de discarina-B (20 MHz) em CDCI, + 10% DMSO-d ; b) Experimento DEPT-135°; c) Experimento DEPT-90°.
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atribuigé@o inequivoca dos sinais dos carbonos protonados, uti-
lizou-se um experimento 'H x 13C-COSY (Figura 4). Nesse
espectro, o eixo F2 (abscissa) representa o espectro de 13C
obtido através da projec@o ao longo da matriz bidimensional e
nesse espectro somente os carbonos protonados aparecem. O
eixo F1 (ordenada) representa o espectro de prétons recons-
truido através da proje¢éio ao longo da matriz bidimensional.

Como o experimento foi registrado com desacoplamento nas
duas dimensdes, tanto o eixo F2 (3C) como o eixo
F1 ('H) apresentam sinais de 13C e !H totalmente desacoplados.
Para facilitar a interpretacéo, plotou-se na Figura 4 o espectro
1D de RMN !H no eixo F; (ordenada). No campo delimitado
por esses dois eixos, aparecem sinais, em forma de estacas,
cujas projecdes sobre ambos os eixos unem carbonos e prétons
que estio diretamente ligados. Os sinais alongados que apare-
cem neste espectro sdo devidos a baixa resolugiio no eixo Fi,
determinada por um nimero maior de experimentos menor que
o ideal. O uso de um nimero maior de experimentos melhora-
ria a resolugdio do espectro com o conseqiiente encurtamento
dos contornos. No entanto, o longo tempo de acumulagéo ne-

cessério para atingir uma melhor resolugiio, devido a diluigdo
da amostra e limitagéio do equipamento (baixo campo magnéti-
co), inviabilizaria o experimento. Contudo, mesmo havendo um
alongamento excessivo dos contornos, no eixo Fj, a resolugéio
¢ suficiente para permitir a atribuigdo segura dos sinais. A in-
versio das ressonancias entre os carbonos C-17 e C-24, ob-
servadas nos espectros da Figura 4 em relagéo ao espectro DEPT
(Fig. 2b), deve-se provavelmente a parcial evaporagio do CDCls,
devido ao longo tempo de acumulag@o exigido pelo experimen-
to de 2D, e consegiiente aumento da concentragio da amostra e
enriquecimento do DMSO-ds na solugéo. Acreditamos, por isso,
que esta inversdo de sinais seja apenas efeito de solvente e ndo
de mudanga conformacional. Os deslocamentos quimicos dos
dois dtomos de carbonos quaternérios, do sistema aromético da
unidade estirilamina, foram atribuidos aos sinais a & = 130,0
ppm (C-12) e 6 = 156,0 ppm (C-1), com base nas posi¢cdes de
ressonincia em anéis arométicos p-substituidos desse tipo.
O sistema aromético da unidade triptofanica apresenta trés
4tomos de carbonos quaterndrios, os quais foram primeiramen-
te identificados no espectro totalmente desacoplado (BB). Es-
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ses sinais foram atribuidos, utilizando-se como modelo, os des-
locamentos quimicos do alcaléide graminalS, que apresenta o
sistema ind6lico na sua estrutura.

Os sinais correspondentes aos carbonos das fungdes
carbonila apresentaram posi¢bes de ressondncia a § = 171,3
ppm (C-21); 171,0 ppm (C-5) e 167,6 ppm (C-8) em concor-
dancia com os dados apresentados por E. Wenkert e col.1¢

EXPERIMENTAL

Isolamento e separagdo de discarina-B: 8 kg da casca da
raiz de Discaria americana Gill & Hook (Quina do campo)
foram secados a temperatura ambiente e moidos a fino grio,
colocados em porgdes de 600 g em um extrator tipo Soxhlet e
extraidos exaustivamente com metanol a quente. O solvente
foi evaporado a vécuo, resultando em 1200 g de um residuo
viscoso escuro, que foi suspendido em 4gua e acidificado a pH
2 com HCI1 2 N. A fase 4cida foi extraida com éter etilico (5 x
1 L) e a fase aquosa resultante basificada a pH 9 com solugéo
de amoniaco, extraida com éter etilico (5 x 1 L) e ap6s seca em
sulfato de sédio, o solvente foi evaporado, obtendo-se 8,2 g
(0,102%) de um sélido amarelo composto por uma mistura de
alcal6ides. Esta mistura foi cromatografada em coluna, utili-
zando-se silica-H como suporte sé6lido e cloroférmio-metanol, a
vérias concentragdes, como sistema eluente. A fragdo na qual
foi identificada o alcaléide discarina-B foi recristalizada vdrias
vezes em cloroférmio-éter etilico resultando em 85 mg do
alcaléide puro, com ponto de fuséo 247-249 °C.

Todos os espectros de RMN foram registrados em um es-
pectrometro Bruker AC 80A que opera a 80.13 MHz para
prétons e 20.15 MHz para carbono-13, em tubos de 5 mm.

Os espectros de 'H foram registrados com amostras de
0,148 M em CDCl;3 com gotas de DMSO-ds e 0,02% TMS foi
utilizado como referéncia interna, 128 FIDs foram acumula-
dos com 16 K de memdria (resolugiio de 0,6 Hz/ponto), e
espectros de 90° (4,5 us), sem tempo espera entre pulsos.

Os espectros de carbono-13 desacoplados foram registrados
em amostras 0,148 M em CDCl; com gotas de DMSO-d e 0,02%
de TMS foi adicionado como referéncia interna. Os parimetros
de aquisigdio foram os seguintes: pulsos de 30° (1,6 us) 16K de
meméria, resolugdo de 0,3 Hz/ponto, tempo de espera entre pul-
sos de 1s e um total de 23.280 varreduras foram acumulados.

Os experimentos DEPT foi registrada usando-se os seguin-
tes parimetros: o tempo de espera D1 = 1s, D2 = 0,5.Jcy =
3,3 ms. O pulso de 90° (H) foi de 16,8 us e 135° (H) de
25,2 us. Todos os demais paridmetros de aquisi¢do foram os
mesmos do espectro de 13C,

A correlagdio homonuclear (H x 1H-COSY) foi registrada
com tempo de espera entre pulsos D1 = 1s, o pulso de 90° foi
de 4,5 us, 256 experimentos definem a resolugdo do dominio
de tempo t; e 1024 pontos foram usados para definir o domi-
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nio de tempo t;. O pulso final de 45° foi usado para diminuir
a intensidade dos sinais da diagonal.

A correlag@o heteronuclear (*H x 13C-COSY) foi registrada
usando-se desacoplamento em ambas as dimensdes. Foi utili-
zado um tempo de reciclo, D1 = 1s, A = 0,5//Jcg = 3,5 ms e
Az = 0,25/Tcy = 1,75 ms. A fase do pulso de 90° (H) foi de
16,8 us e pulso de 90° (13C) foi de 4,8 us. A regidio espectral
no dominio de tempo t; (13C) foi de 6.024 Hz e o dominio de
tempo t; (1H) foi de 1.388 Hz; 4.096 pontos foi usado no
dominio de tempo t; e 128 experimentos definem a resolugéo
no dominio de tempo t; com um total de 1.200 transientes
acumulados por experimento.
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