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RESUMO

Do extrato metandlico da casca do tronco de Scutia buxifolia

Reiss e da casca da ralz de Discaria febrifuga Mart, foram isola-

dos os alcaldides scutianinas B, C, D, E, discarina B, todos co-

nhecidos, e trés alcaldides novos, scutianinas H, I e discarina
]

X.

As estruturas destes alcaldides foram propostas com bhase,

principalmente, nas fragmentagdes de seus espectros de massa de

baixa resolucao.

O Espectro de Energia Cinética dos Tons Analisados por Massa
(MIKES} do pico rase a m/e 114, de scutianina H, permitiu eluci~
dar a uﬁidaée N-N-dimetil aminocdcido terminal, A aplicagdo de RMN
de lH a 400MHz com dupla irradiacao confirmou estes resultados.

Através da analise dos espectros de RMN de 13C dos alcaloi-
des diastereocisoméricos scutianinas b e E, obteve-se informagaes
sobre é estereogquinmica da unidade R -hidroxileucina.

A estrutura proposta para discarina X também foi confirmada

por RMN de 13C.
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SUMMARY

| From the methanolic extracts of the bark of Scutia buxifolia

|
~ Reiss and the root bark of Discaria febrifuga Mart, the known

alkaloids scutianines B, C, D, E and digcarina B, and the‘new cnes
scutianines H, I and discarina X respectivelf, were 1solated.

Mainly on the basis of their low resolution mass spectra the
structures of these compounds were p;oposed.

By application of Mass Analysed Kinetic Energy Spectrum ({MI-

KES) of the base ion peak at m/e_ll4 6f scutianine H, the structu
re of the N,N-dimethylaminoacid unit has been proposed, and fur-
therx confirmed by lH NMR at 400MHz and double irradiation experi-.
ments.

The analysis of the 13C NMR spectra of the diastereoisocomeric
alkaloids scutianines D and E furnished valuable information re- .
garding the stereochemistrf of the f~hydroxyleucina unit of this
group of peptide alkaloids.

The proposed struture for discarine X was also confirmed by

~analysis of its 13C NMR spectrum.



CAPITULO 1

Introducdo

0 termo "alcaldide peptidico" foi utilizado, inicialmente, pa
ra designar substancias constituidas por aminoadcidos unidos entre
si por unides peptidicas, possuindo propriedades basicas e extral=~

das de plantas.

Os primeiros termos desta classe relativamente nova de produ~

tos naturais foram isolados da Walteria americana por Goutarel e
(1)

colaboradores em 1963 , porém, como suas estruturas foram somen-

te elucidadas anos mais tarde, considera-se a pandamina(l), isola-

da da Panda oleosa e estudada pelo mesmo grupo de autores,em 1964{3},

como sendo o primeiro alcaldide peptidico conhecido.

0—-©~3/

No ano seguinte, Zbiral e colaboradores(3)propuseram uma es--

trutura para zizifina(2), isolada de 7iziphus oenoflia, e, embora

(4}

a mesma tivesse sido revisada posteriormente (3) , pode~se consi-

derar este trabalho como um dos ‘iniciais neste campo.

(5)

Pouco tempo depolis, Tschesche e colaboradores isolaram e e-

lucidaram a estrutura de outro componente desta familia de produ-



o~

tos naturais, a scutianina A(4) da Rhamnaceae Scutia buxifolia.

, OCH,
CH— CH— NE—C0 0 \

hoa8 o 9

(2) (3)
Embora a determinagao das estruturas destes alcaldides fosse
relativamente recente, seu nimero aumentou vertiginosamente, e na
atualidade se eleva a maig de setenta componentes (tabelas I a IV),

- . . o ~ . (6-1
com varias revisoes feitas sobre a quimica destas substanCLas( 0)‘

Dentre elas, sem duvida, a mais completa, mesmo n3o sendo a

mais recente, @ a de R, Tschesche, publicada em 1975 na colegao

"The Alkaloids", editada por Manske.




Como todas as estruturas estabelecidas apresentassem um ciclo,
exceto a lasiodina A(5), o fato levou Tschesche(lS) a Propor a ex-

~ -y v -~ a )
pressac  alcaloide ciclopeptidico para designar os componentes des-
te grupo de substd3ncias naturais.

O consideravel progresso conseguido no estudo de  alcaldides
peptidicos deve-se, fundamentalmente, a aplicagao de técnicas cro-
matograficas, que atualmente permitem separar e purificar eficien-

temente os alcaldides com auxilio simultineo da aplicagac de méto-
dos fisicos, dirigidos para a determinagao de suas estruturas. Dos
métodos fisicos de uso mais generalizado, sem divida, a espectro-

metria de massa de baixa e alta resolug@o & uma ferramenta indis-

pensavel,

H

/<\ 2 N\ !

Qi+
RS

O
HG NMe2 /fﬁ_
(5)

.

Este método ajuda a postular rapidamente a presenca de certos
fragmentos em um alcaldide ciclopeptidice, utilizando quantidades
minimas do produto natural. Apesar destas vantagens, a espectrome
tria de massa deixa de resolver alguns aspectos interessantes da
guimica deétas substdncias, por exemplo, torna-se dificil de dife~

renciar entre N-N-dimetil-leucina e N-N-dimetilisoleucina, quando -
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Tabela IV, Outros alcaldides peptidicos.
Alcaloide Formula
o fontef olecular PM PF la]| p° Referéncias
Himenocardina CyqHe NGO, 674 261°  -124° (59)
g
Lasiodima—A CagHy N0y 699 195° 38° (25)
Pandamina CqyH, N, 0 552 256° ~103° (2,61)
Pandaminina CaqHy N, 0 538 272° -117° (2)
n
Fplanta - fonte de alcaldides
a = Araliorhamnus vaginata Perrier (Rhamnaceae)
b - Ceanothus americanus L, {Rhannaceae)
¢ =~ Centium enryoides Bull (Rubiaceae)
d ~ Ceanothus integgerinus (Rhamnaceae}
e = Colubrina texeusis (Rhamnaceae)
f - Discaria longispina Miers {Rhamnaceae)
g = Himenocardia acida Tul (Hymenocardiaceae)
b -~ Hovenina dulcis (Rhamnaceae)
i - Lasiodiscus marmoratus (Rhamnaceae)
j - Melochia carchorifolia (Sterculiaceae)
1 = Melochia tomentosa (Sterculiaceae)
m = Myrianthus arboreus (Urticaceae)
n  — Panda cleosa Pierre (Pandaceae)
o ~ Rhamnus frangula (Rhamnaceae)
P ~— Scutia buxifolia Reiss (Rhamnaceae)
q -~ Ziziphus amphibié (Rhamnaceae)
r = Ziziphus abyssinica (Rhamnaceae)
$ =~ Ziziphus hisodrica (Rhamnaceae)
t - Ziziphus jujuba (Rhamnaceae)
u - Ziziphus mauritiana {(Rhamnaceae)
v = Ziziphus mucronata Willd (Rhamnaceae)




Ziziphus nummularia

Ziziphus spina Christi

Ziziphus oenoflia Mill

Waltherica amervricana

(Rhamnaceaé}
(Rhamnaceaa)

{Rhamnaceae)

(Sterculiaceae)




as mesmas unidades fizerem parte do alcaldide, por ambas aprésen~
tarem um fragmento a m/e 114, requerendo a aplicagao de reagoes de
degradagao e separagao destas unidades.

Como era de se esperar, os alcaldides ciclopeptidicos nio es-—

caparam as analises por meio de RMN 1y e de ruw 13¢. 0 uso destas

(11,12) (13)

t&cnicas espectroscdpicas em separado ou associadas per

mitiu obter informagoes em relagd@o a caracteristicas estereoquimi-

cas e conformacionais.

Por difragao de R-X também se obtiveram informagdes adicio-'

nais das conformacgoes de alguns desteé alcaldides peptidicos em fa -
se sélida(lé'g).

Pela hidrdlise e isolamento de cada unidade de aminoicido, ‘e
pela medida de sua rotagéo dtica, se poderia, evidentemente, deter
minar as configuracgoes absolutas de todoé os centros assimétricos
presentes nos alcaldides ciclopeptidicos. Entretanto, este enfo-
que apresentou dois problemas: (i)'a sensibilidade de determinados
aminodcidos scb condi¢des de hidrdlise, podendo alterar-se alguns
centros assimdtricos e (ii) a guantidade de produto natural neces-
sario para hidrolisar o alcaldide ciclopeptidico, isolar e purifi-
car cada um dos residuos de aminoacidos para determinar suas rota-
goes Oticas. Com o objetivo de evitar o primeiro pfoblema aplica-

ram-se degradagoes especiais (13717)

(18) e

e por meio de CG pode-se resol
ver o segundo

Ainda que nao se tenha maior informagéo sobre a biogénese dos
alcaldides ciclopeptidicos, a sintese do tetrapeptidio isoleucil-

B-hidroxileucil-leucil tirosina{6), um possivel intermedifirioc na

biogénese de frangulanina(7), foi recentemente estudada com exi-
to(lgj.




1.1. Ocorréncias

Alcaléides'tipo ciclopeptidicos sao encontrados, principalmen
te, em plantas da familia Rhamnaceac e; ocasionalmente, em outras
familias cdmo:_Celastraceae, Himenocardiaceae, Pandaceae, Rubilaceae,
Sterculaceae e Urticaceae., Os compostos estidoc presentes nas fo~
lhas e na casca da raiz e do tronco da planta, ocorrendo em muitos
casos como uma mistura de mais de cinco constituintes dificilmente
separaveis. Eles representam de 0,1 a 0,0k% em relacac ao total
do material seco da planta. A distribuigZo dos alcaldides na plan

ta depende da regiao da colheita; &poca e maturidade da planta.

1.2. Classificacao-

A classificagao de alcaldides ciclopeptidicos em treze, qua-
torze e quinze membros, esta basecada em seus variados componentes

estruturais e a separagao, em grupos, dos mesmos é feita pelo ni-




mero de atomos gue fornecem o anel.

Ciclopeptideos individuais diferem na natureza de seus amino-
Acidos constituintes. Aminodcidos dicarboxilicos e aminoacidos
contendo.enxofrélnao foram ainda encontrados.

Diferem, ainda, guanto a unidade basica terminal {(mono ou di-

metilados) e na posigac do grupo ceto na molécula.

1.3. Ciclopeptideos de 14 membros

Dentro deste grupo estio incluidos a maioria dos alcaldides
peptidiqos, com mais de cingllenta representantes {tabela II}. E~-
les sdo subdividides em trés subgrupos, dependendo do f-hidroxiami

ncicido do anel: 8~hidroxileucina(8), no alcaldoide tipo adoutina

X(lg)(;f 20‘21); f~fenilserina{(92), no alcaldide tipo nummularina«‘
E(lé)(48) e uma B-hidroxiprolina(l0), no alcaldide tipo mauritina-
H(ii)(44) Todos apresentam em comum a unidade p-hidroxi estiri-

lamina(l1l).

Alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros do tipo (12) e l(%g)

apresentam um tipo de estrutura geral representado pelo esquema 1,

Escquema 1
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oH OH o
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i ==/ /
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(8) (9) {10)
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(12) (14)



no qual ¢ aminoacido N-mono ou dimetilado, o B*hidréxiaminoécidq;
o aminoacido normal e o aminofenol sao representados respectivdmeﬂ
te pelos fragmentos A, B, C e D, onde todas as unices sao peptidi-
cas, com excegao da fungdo éter do fenol entre B e D,

Entretanto, o©os do tipo {14}, que apresentam um aminoﬁcido in-

serido entre os fragmentos A e B, podem ser representados pelo es-

gquema 2.

vy
)

Esquema 2

1.3.1. Espectrometria de Massa (EM)

A espectrometria de massa vem sendc o métedo fisico mais in-
formativo na identificagao e elucidagao de estruturas de alcaldi-
des peptidicos. Existem apenas algumas dificuldades, como foi men
cionado anteriormente, na determinagac da unidade terminal N-N-di-
metilada leucina ou isoleucina, por apresentarem o mesmo. fragmento
am/e 114. | | |

O esquema 3, a segulr, apresenta, de um modo geral, a fragmeg
tagao de um alcaldide peptidico de 14 membros, do tipo(l2) e (;éf.

O pico base do espectro de massa, lon a, representa 40 a 60%
do total de Ions pioduzidos. Ele resulta de uma facil guebra da

ligagao C-C adjacente ao grupo aminico biasico. Esta ruptura pode



ocorrer de duas manceiras: a' ou b'.

bl -ai

R 3 cH co’

0 fragmento iGnico resultante da ruptura em a' se caracteri-
za pela alta possibilidade de formagao e estabilidade, originando
o fragmento idnico a. A ffagmentégéo em b' origina o fragmento id
nico b, gque se decompoe termicamente em é e d. O fragmento g é
formado através de viries etapas de degradacio da cadeia lateral.
A abertura do anel ocorre por uma cisio homolitica da ligagao C-—C
adjacente ao éter e uma ligagac do grupo amida levando aos fragmen
tos e e £. Uma segunda cisao do anel gera um lon fendlico, qué
por transposigao de um hidrogénio d3 o Ion h, e este por sua vez
sofre decomposigao para dar o Ion i.

A degradagao por passos da cadeia lateral forma os fragmentos
g e j. O fragmento j em uma série de reagdes secundarias origina
os Ions k, % e m.

O esguema 3, de fragmenta@ﬁo, apresentado, ncs fornece certas
unidades individuais da molécula éomo; a para o aminoacido N-mono
ou dimetilado; m para o aminoicidé hidroxilado:; i para a p-hidroxi
estirilamina; um fragmento aminico (H2N=CH—R:m/e 29+R"}) para o a-
minoacido que estd formando parté do ciclo.

Os fragmentos f£ e h mostram que os aminoicidos estdo  unidos
com a hidroxi estirilamina através do coxigénio e nitrogénio. Cs

ions k e & mostram a unifo dos aminoicidos simples com o S~hidro-

N
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xilado e os lons ¢ e d, a uwnido do amincicido N-mono ou dimetila-

do com o amincécido B-hidroxilado,

Para alcaldides peptidices de 14 membros do tipo(l4) a frag -
mentagao padrao apreséntada no esquema 3 sofre modificagdes causa-
das pela inclusfo de 3-hidroxi prolina na moldeula, o que impede a
ccorréncia de uma homélise normal da ligacidc C—C adjacente ao oxi-

(9)

génio do éter

l.4. Ciclopeptideos de 13 membros

Até o presente trabalho, sdo conhecidos onze representantes

deste grupo (tabela II).

Estesg alcaldides caracterizam—se pela unidade B~ (2-metoxi-5-

~hidroxij)estirilamina(l5), representada pela letra D nos esquemasd

1 e 2: alcaldide tipo zizifina a(16) (4/58),

" OCHy

(15)

A hidrdlise alcalina de alcaldide hidrogenado produz B-{(2~me-
toxi~5-hidroxifenil)etanol(l7), que permite indicar a posigao da
metoxila na unidade estirilamina do alcalaide(Q).

Uma outra caracteristica iméortante destes ciclopeptidecs, &

a unidade transg-3-hidroxiprolina(lQ) como hidroxiaminoacide encon-~

trado em todos os alcaldides deste tipo.

24



|
O OH

CH2~-«CHZ-—

1.4.1. Espectrometria de Massa {EM)

A composicido dos Ions destes alcaldides & estabelecida por

espectrometria de massa de alta resolugao. Pelos espectros de

massa analisados ‘dos alcaldides mucronina D(SS), amfibina H(52)
e numnularinas A € B(6) pode-se postular um esquema geral, nao

miito completo, com os fragmentos cque podem dar algumas informa

coes sobre a estrutura da molécula (esquema 4).



A tabela V apresenta a composigao idnica de mucronina D, esta
belecida por espectrometria de massa de alta resolugﬁo(SB).

0 fragmento aminice (m/e 86) pode corresponder a leucina ou
isoleucina. O lon a m/e 96 corresponde a hidroxiprolina e o Ion a
m/e 165 a uma hidroxi estiril amina substituida.

Os Ions de k a o identificam a seqliéncia de aminodcidos da ca
deia lateral do anel até a 3-hidroxiprolina, e os fragmentos de R

a u estabelecem a estrutura do sistema do anel.

A base zizifina fol o primeiro ciclopeptideo de 13 membros cu-

ja estrutura foi proposta. Pela utilizaqéo de métodos de degrada=- -

- - . . 1 .
¢ao, associados com metodos fisicos como UV, IV, RMN "H, Zbiral e

(3)

colaboradores r ER 1965 propuseram para este alcaldide a estruty
ra aclclica(2).

No entanto, mais tarde, R, Tschesché e colaboradores {1973}
revisando a estrutura proposta anteriormente consideraram para o
alcaldide a estrutura ciclica(g)(4).

O espectro de massa da zizifina A apresenta um tipo de £frag-

~ - ry s 4 a5l
mentagcao semelhante aos alcaloides amfibina B, C, D e E( 3.50 51),

{50,52) (55)’ o gue permitiu atribuir

mauritina A e B e mucronina D
a estrutura cilica correta ao alcaldide. Portanto, este exemplo
confirma o que ja havia sido mencionado, anteriormente, quanto 4
importancia da aplicagao de espectrometria de massa na elucidagao
de estruturas de alcaldides peptidicos em geral.

A tabela VI apresenta as estruturas dos ions de (3}, cuja com
posicao elementar foi determinada por espectrometria de massa de
alta resolugao.

Oé Tons §,<g e ¢ indicam que a cadeia lateral N-N-dimetil iso

leucil isoleucina(20} encontra-se unida a hidroxiprolina e ndo ao

dtomo de nitrogénio da estirilamina como era proposto para (2).
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PTabela V

Estrutura

Ton m/e
(cH.) N =CH—CH_C_H 148
a gl gH TR s
b (CH,) )N =CH-CO-NH—CH-CO—X 570
3/ oM Z
4Hg !
+ &
c H—CO—NH—CH—CO~X |1 514
&g
a 0CN-CH-CO-X ]| ¥ 512
' Calg
oH
e HCMCngl? 471
Cylg
£ Hoc—x| ¥ 401
g ozcx|* 400
. +
i X |? 373
' +
j X . 372
k (CHB)2Nw¢H“COmNH_gH—CO—ﬁ£j 358
CH2HC6H5 C4H9
+
1 (CH3)2N“CH~CO~NH_CH—CEO 289
LHZMCGHS C4h9
m (CHB)zNWgﬁmSg“iH“CH“C4H9 _ 261
2 7675
n HCO~NH—CH~C04{£] 209

CyaHy




Tabela V - Continuagao
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o OCN—CH—cowwéfﬁ
-

Cz0

P Ci>,cowmamgﬁwczo+
- 3 4Hg

: i
+ CH=CH-NCO

A

H

CH}

H CH

_ ‘ 0O 3
t
=CH
N7,

I\ | +
H '1'
OCH,

u , HO— “H=CH

. OCPJ—?HMCOwNI{
Cylg

Fragmento aminico::

+
C4 Hg-—CHzNHZ |

< %) CHﬁCHwNH2
N .

235

209

259

233

216

304

86

96

165



Tabela Vi

-
el

—

Hp sy
«zgf

Ton Estrutura n/e
+
a CH N =CH-C H 114
(CH3) 49
b (CH3)2N+=CH~COwNHMQH*CO"X 554
¢ oH
aHg
c H—CO—NH-CH—-CO—X]| ¥ 498
-
+
a ocN~¢H-co-x] * 196
¢,
£ f~zoc—_:;<T-r 385
N
g 0zC—X 384
h H2X+ 385
i H—é]? 357
j x* 356
.
K (CH. ) . N—CH—CO—NH—CH—CO-, ] 324
3’2 D
+
1 (CH.) ,N—CH-CO-NH~CH~-CZ0 255
372 &y C.H
ato 4o
n (CH ) ,N~CH-CO-NH=CH~C 227
n .HmCOwNH-QH_CO—%E:] 209
C.H \
479
o OCNMCHhCO—ﬁ:j 235
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Tabela VI - Continuagao
P { ' CO—1 193
W ”
. H 0=
q <j_~ j/j 165
g Co=I |
H - F)
o OCHS :
r O 233
O N CH=CH—OCN
( +/S
N
1 ,
OCH, |
s 233
-3 CH=CH-NH
[ +) 2
3 N' +
H
~ OCH—I' ,
t @: 3 216
0 ~
/"‘D_ C=CH
w”
H _ '_1+
. ci, : |
u _ 288
. .[ ;-—-CH-%#ZH

OCN—SH—CO—NH
H

2—CH=CH2
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Esguema 4

; HO oo \ y  HO™
0 >
N—NH
0CN
Rl

h, m/e(235+R")

O
X
N\
X

o _
: 0 o.s> Q N
R\ / Y a4 ,)LNH 4‘ 4 V—Nu
I_*\'f o N N”"\ — N N-<
‘\ = H R’ ),:0 H Rf
a, m/e(57+R) R\ o W/
N/ N
X \
M*, m/e(400+R+R") b, m/e(400+R")

| : . ) - OCH.,
/OCH:‘_‘_} O/OCHL;. O_@_?\;f?’_, :\:\} 3
/_}? N/ ES, OCN> (‘g N Lg& :
et ;

m/8(315+R") r, m/e 2.58 - S, m/e 2392 t, m./e 215

Os fons £ a j mostram que o anel estid formado por uma unidade
estirilamina substituida com as unidades prolina e hidroxiprolina,
que também podem ser constituidas dos fragmentos p a u' sendo que

este Gltimo fragmento ndc & comum em estruturas de alcaldides ana-

logos.



A presencga de trans-3-hidroxiprolina foi identificada entre
os produtos da hidrdlise acida, pois os aril-&teres, nestas con&iﬂ
¢Bes, ndo dio o B-hidroxiaminodecido ().

Por degradagéo oxidativa (0504/104Na) de (3) obteve~se-o ami-

noaldeido (21), com seu espectro de massa apresentando os ions ca-

racteristicos dos aminoicidos contidos no alcaldide.

HO

NH

/
(CH4) N \———

(20)

Por meio de um rearranjo de Mc,Lafferty, origina~se o Ion (22)
e o tetrapeptideo (23), sendo que este {iltimo sofre degradagaoc dan
do os Ions (24), (25) e (26), os gquais confirmam o modo de unido

‘dos aminoacidos.

NH

Me N

(21)



(-4

m/e 130



1.5. Ciclopeptideos de 15 membros

sao conhecidos doze representantes deste grupo, todos iso-
lados de diferentes variedades de Ziziphus {(tabela IIT}, com a

seqgquinte estrutura caracteristica:

Me
\\...__.
///N CH —CH
R

, Ncn=—cH-

Co NH

HN-mmCHummCO__.NHmuCHH_uJO
| -
CH R?

/\
Me C2H5

Neste caso, o fechamento do anél nao ocorre pela formacao-
da ligacao &ter com o carbono-f do segundo aminoadcido, mas atra
vas de um carbono-g de um terceiro aminoacido diretamenté cembil
nado com o nﬁcleo aromitico. A principal caracteristica desses
ciclopeptideos, em adicao ac anel de quinze membros, & o grupo
2-metoxi-5 (f-vinil) fenilalanina(27), que pode suportar uma me
toxila adicional e uma isoleucina formando a ligag¢ao peptidica-
com a carboxila da élanina. |

OCH

//—' COOH



1.5.1. Espectrometria de massa (E.M.)

(&3)(54'58) € um dos representantes deste grupo de

Mucronina A
alcaldides. Apresenta uma fragmentagao em seu egpectro de massa
(esquema 5), mostrandc um Ion molecular intenso e ausdncia dos
fragmentos tipicos para as unidades N-N-dimetil aminoécidos.

Espectros de massa dessas bases foram primeiro estudados por
Fehlhaber, em 1972 (°8), Todos os alpaléides deste grupo que nao a

presentam uma metila no nitrogénio, sao examinados como derivados

acetilados e como aldeldos, formados por uma cisdo oxidativa da du’

pla ligagéo(54).

Esses ciclopeptideos revelam um intenso pico molecular, gque
as vézes & o proprioc pico base. )

A primeira fragmentagao € uma cis3o o do nitrogénio bisico pél
ra gerar acido isocidnico e o Ion radical a; uma outra etapa de de
gradagao da fragdo peptidica leva aos fragmentos b, ¢, d e ¢  que
evidenciam desta maneira a sequéncia de ambos os aminoacidos do a-
nel. |

Por meio de técnicas de feocalizagao, vé-se que a perda de um
radical etila e metila, & caracterIstica para reacdes secundirias.
Desta maneira, a sequéncia leucina-isoleucina foi estabelecida-pa-
ra mucronina G(28), E(29), F(g_)(54) e abissinina A(31), sendo  a-
pds confirmadas por reacgoes quimicas(54).

A fragmentagdo do diidro derivado via e, gera os frégmentos £,
g e h. |

Uma segunda cisio do anel ocorre quando o nitrogénio basico é
monometi lado (3 = H). O reérranjo de Mc Lafferty depende do hidro

génio do amino grupo secundario e origina o ntcleo benzénico resul

tante da abertura do anel.
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CH3O AR CH3 R
Me\ ".Me +
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HNom— CH— CO-NH-CH— CO HN_.(EIL-CO-- NH-CH-CO

Yn 1 - H
HC(PH . HBC SHH R
25 275

36

‘R”

\
CH=CH
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CH—CO-NH—CH-CO

CH,0,
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R
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. &
—CHB./ \;CzHS
a' a'

}{fl

. CH..O
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b L 4
n
CH,0._ R
Me
NMi=ch, ¢ CH=CH
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R NH,
£
alcaloides diidrogenados
" ) . T it
CH,O P CH,,0 R On_aR
' Me\+ O : M?..;. | Me\+ _
N=CH-L,C CH=CH, - N=CH—HK_C et - N=CH —H " CH
R’ 2 2 / 27 2 - 2 2
R
R
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k i 1
.'.___.. —_ » o - 2} "o _ ’
R =H, -CHy; R CH,CgHg, ~CH,(CH,),, ~CH(CH,)C,Hc5 R = H, -OCH,
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0 desdobramento da fung&o enamina leva ao fragmento k (inten-—
sidade relativa de 70-100%), ocu aoc fragmento £ (intensidade relati

va 100%) com as bases diidrogenadas.

1.6. Bioguimica e farmacologia

Muito pouco & conhecido sobre a biogénese de alcaldides ciclo
_ ) _

peptidicos(G).
Recentemente encontrou-se que discarina B & um inibidor espe-

cifico da transferéncia de energia na fotofosforilagac em  c¢loro-

(62) (63)

plastos , em Rhodosnirillum rubrum .

Testes realizados para provar a atividade antibaéteriana” e
fungicida com as anfibinas F, G e H deram resultados negativos(64).

Muitas plantas contendo alcaloides peptidicos tem sido empre—'
gadas en medicina popular, sem entretanto ter-se conhecimento defi
nido de suas atividades, portanto, estudos futuros serdo ainda ne-

cessarios para clarificar a distribuicao de atividades neste novo

grupo de substéncias.

N
_R | , |
t 1"
Mo R R R
.
N-~"-CH——wCH2// H ——.CH

/
R I 28| H CH(CH3)82H5 OCH,
o NH ,
‘ | 29| CH, CHZCH(CHB)Z OCH,
IN— CH —= CQ=— NH - CH~-CO 50l & CH.CH(CH.) 0CH
| | 2 372 3
CH ~— CH RrR!
* ’ vl H
| 3' 31 CH, CHBCH(CHB)Z
c.H
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CaPITULO 2

Rhamnaceaes ~ Scutia buxifolia e Discaria febrifuga Mart.

Introducao

Nosso objetivo principal neste trabalholé poder dar alguma
contribuicao para o estudo quimico de plantas da familia Rhamna -

ceae, mals especificamente as espécies Scutia buxifplia Reiss e

38

Dischria febrifuga Mart, ambas muito comuns na regiao "fronteira".

do Rio Grande do Sul e enm pa{ses vizinhos, como Argentina e  Uru-~

guai.

Nossa cooperagao, neste estudo, consta do isolamento de novos

alcaldides ciclopeptidicos bem como da aplicagio de métodos £isi-:

13

cos mais atuwais, como RMN de C e MIKES, na determinacao de suas

estruturas.

2.1. Alcaldides peptidicos da Scutia buxifolia Reiss

A espécie Scutia buxifolia Reiss, comumente encontrada na re-
gidao "fronteira" do Rio Grande do sul, & conhecida pelo ncme vul-
gar de “curunilha“_e aparece como uma drvore de 2,5 a 4 metros de
altura.

0 primeiro estudo realizado-com esta espééie foi feito por um
grupo da Universidade de Bonn(S);rque trabalhando com a %aiz da
planta, isolou um alcaldide peptidico, scutianina A, para o gual
propos a estrutura (4).

Além deste alcaldide detectaram a presenga de outras bases, ©

que serviu de incentivo para novas tentativas de isolamento.
(18)

Mais tarde, pesquisadores da Universidade de Buenos Aires



determinaram todos os centros quirais de (4), com eXcegﬁo da unida
de R~hidroxileucina. |

0 mesmo grupo, trabalhando com uma espeécie coletada na Avgen—
tina, isolou e determinou a estrutura de dois novos alcaloides:
scutianina D(38) e scutianina C(39), como também um composto neu -
tro denominado scutianeno C(40) em virtude de sua semelhan¢a estru
)(18,38)_ i ) 3

tural com (39

A determinagdo da forma eritro da unidade f-hidroxileucina de
1

39

(39) foi possivel pela utilizagao de RMN "H a 220 MHz, e comprova—'-

da pela comparagac com um padrao R-hidroxileucina na forma eritro.
0 espectro de RMN a 220 MHz de (40) mostrou gue oS sinais cor

respondentes aos ‘protons o e § da unidade hidroxileucina tém valo=-

res de 6 diferentes dos observados para os correspondentes protons:

de (39}, indicando, assim, alguma troca na estereoguimica da uni-
dade em (40} com relacao a (39). Isto quer dizer que (40) pode
ser originado de um alcaldide estereoisomérico com (39}).

6 estudo dos produtos de hidrdlise do diidro (39) indicou a
configuragao treo para a unidade f-fenilserina.

(17) isoloun da raiz da mesma

Simultaneamente, o grupo de Bonn
planta trés alcaldides denominados como: scutianina C(38) e scutia
ninas D(39) e E(4l), estes dois {ltimos, distareoisdmeros.

A estereoquimica da unidade B-~hidroxileucina dos dois diaste-
recigdmeros foi determinada como sendo L-eritro em (gg) e D-eritro
em (41), e a unidade B-fenilserina como sendo L-treo em (39) e D=
treo em (41), respectivamente.

Por comparagao com dados espectrais, pode-se evidenciar que
as scutianinaszc e D isoladas na Universidade de Buenos Alres eram

idénticas as scutianinas D e C isoladas pelo grupo de Bonn. Neste

trabalho adotaremos a Ultima denominagao.



(18)

(17)

37 Scutianina B 8 Scutianina D

Scutianina C

o Q '
4 NN
H

H N

H

O
H
NMe,

: s (38)

40 Scutianeno C 39 Scutianina C

(17)

Scutianina D

o
=

Scutianina E

|

i
[y

Scutianina G



NiHMe

ﬁg Scutianina F

Mais recentemente, dois novoes alcaloides peptidicos foram iso
lados da mesma planta: scutianina G(égf39&m outro diastereoisdmero
de (39) e (41), e um desmetil derivado de (4) denominado scutiani-

na F(ié)(44).

2.1.1. Alcaldides peptildicos isolados da casca do tronco

da Scutia buxifolia Reigs

A casca do tronco desta planta contém subst@ncias que perten-
cem ao grupo dos alcaldides peptidiéos.

Un teste preiiminar da mistura crua (extrato bruto), extraida
da casca do tronco, revelou a presenga de vérias bases, sendo duas
delas em maior proporgao.

A utilizagao de uma coluna cromatografica, usando-se silica H

como suporte, e a mistura clorofdrmio-metanol a varias concentra-



%

¢oes como sistema eluente, permitiram o isolamento de seis bases,

identificadas como sendo scutianinas B(37), C(38), D(39), E(41l) e

dois novos alcaldides denominados como scutianina H{44), e scutia-

nina I(48), e um composto neutro, scutianeno C(gg).

Scutianina H{43)

H

Pela recristalizagao de uma das. fragoes da coluna cromatogra-

fica, obteve-se um produto homogéneo por CCD, que pela analise  de
sua estrutura tratava-se de um alcaldide inédito, o qual foi deno-

minado scutianina H.

A determinagao da estrutura de scutianina H foi conseguida
por aplicacdo de métodos fisicos usuais como: espectrometria Uv;
IV, massa e RMN de lH, em combinagao com reagoes de hidrdlises e o
xidaggo, juntamente com uma técnica recente de espectrometria de
méssa (MIKES) .

O espectro UV (fig. 1) deste alcaldide mostrou uma absorgao a
romatica terminal, caracteristica de ciclopeptideos de 14 membros,
e em seu espectro no IV (fig. 2), as bandas a 3285 cmﬁl e a 1640
cm"l foram atribuidas aos grupos NH e CO de amidas, confirmando a
natureza peptidica do alcaldide. A banda a 3600 cm“l sugeriu a
presenga de um OH na molécula. |

2 andlise do espectro de massa de baixa resolugao (fig. 3, es
Quema 6), mostrou a presenca de uA fon molecular a m/e 550, indi-
cando uma férmula”molecular C31342N405 para scutianina H, confirma
da por espectrometria de massa de alta resolugao (calculade para

c,,H,,N,0. 550,31550, observado 550,3184).

317427475

A tabela VII apresenta a relagao de alguns fragmentos impor-—

tantes para a atribui¢do da estrutura deste alcaldide.
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Com base nestas analises, concluiu-se que scutianina H, pro
vavelmente, apresenta um ciclo de 14 membros, formado pelos seguin
tes fragmentos: p-hidroxiestirilamina; f~hidroxileucina ou g-hidro
xi-isoleucina e B-fenilserina, além de um residuo'N—terminal, cuja
massa corresponde a N-N-dimetil-leucina ou N-N-dimetil-isoleucina.

0 ciclo de 14 membros foi confirmado peia transformagao de scu
tianina H em seu diidro derivado(45) com posterior hidrélise dcida

e identificagao cromatogridfica de p-tiramina, claramente diferente

dos isdmeros o e m-tiraminas, conforme & discutido na parte experi

mental.

A fragmentagao do éspectro de massa de (45) (fig. 4} & encon-
trada na tabela VIII, |

A presenga de um residuo de B-fenilserina, como unidade de a~’
minodcido, foi confirmada por oxidacao dé (45) e posteridr analise
do espectro de massa (fig. 5) de oxodiidroscutianina H{46). Na ta
bela VIII de fragmentacao de massa para (46), observa-se a presen-
ca do Ifon a m/e 105, tipico de um grupo benzoilo e o desaparecimen
to do Ion a m/e 106, presente em (44) e (45).

A analise da regiao alifatica de espectro de RMN de M a 100
MHz em CDCl3 (£figura 6}, indicou a presenga-de varios sinais carac
teristicos de grupcs metilas entre § 0,74 - 0,98 de dificil atri-
buigﬁo. O sinal a § 1,22 (4,8 Hz), totalmente separado do restan
“te dos outros sinais,com valores de § é J muito semelhantes a um
dos metilas diasterectdpicos da unidade f-hidroxileucina de alca-

loides 3ja estudados (17

, Foi Gtil para estabelecer a presenga des-
ta unidade em (44). O singlete a § 2,0 foi atribuido ao grupo N-
N-dimetil do residuo N-terminal.

Com o objetivo de diferenciar entre N-N-dimetil-leucina e N-

N~-dimetil-isoleucina, ambas possiveis baseado no pico base a m/e
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Egquema 6

; Q}
HN
) 0
<
N(CEy),

d, m/e 167

w*@lzm» Oy

¢

N(cH,),

-0

Men, ) -

b, m/e 477 c, mle 195

f, m/e 190
e, m/e 353
o ' -3' +
H - HO :
\ —_—> \
NH N
0CN )
- OH ..
h, m/e 324 i, m/e 135

;
O\

k, m/e 260 L, m/e 222 m, m/e 97



Tabela VIIT

W S
HN  HN
\

Ton Férmula m/e II;Zigi;dfgde
a C7H16M L Ho0
+
M C30t42M405 230 0o 17
b Ca7H33M405 193 Lo
X "l‘!‘
‘-;>_M?:0 C24t36%405 144 0.9
N(CH,),
j C23Hr6M50, 394 0,42
e C21H15N20, 353 0:08
o CyHy 51,0, 195 0,2
£ C) 4HgNO 190 1.77
+
: o**(Zj}—Qh 128150 L7 0o
d CyHy3N,0 167 0,8
i CgHgNO 135 10,41
NN
HO
_*<::>V*‘k _ CgHigO 120 s
+,
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Continuagao - Tabela VII

<::>}~c£o C7H50 105 6,31
m CGHQO 97 10,3
. H*
N<CH3)2 CoHy,N 86 16,8
C6H5. CGHS ) ?7 5,58
Tabela VIII
O}NH
HN HN :
\
B m/e Intensidade
Ton Formula 46 47 relativa
46 47
a C7H16N 114 114 100 100
M+ | C31H44N4O5 552 0,83
C31H42N4O5 550 1,23
. C27H35N404r 495 0,19
. _]+ CE7H33N405 493 1,07
\ .., .
—>_8—x | C,4HygN 406 446 446 0,69 0,21
N(CH3)2
g C24H23N3O5 - 437 - 0,2




Continuagao — Tabela VIII

.
G

0O 0 N
; \x_/ 8

uN H

*M>mm2;0 .
N(CH,),

e

217319409,

Co1HoyN504

Cqt1 5750,

chHllNo

CyoH150

403

175

120

107

106

105

97

86 -

77

403

353

195

192

175

120

107

105

97

86

77

0,27

0,22

0,72




114, tentou-se fazer uma anidlise da regiido de metilas no espectro
de RMN de lH, usando~se Piwds Como solvente(GG) (figura 7). Desta
maneira, foil examinado que a andlise desta regiao & faciliﬁada,
consideravelmente, com este solvente, podendo-se afirmar que, efe-
tivamente, & possivel observar um triplete a § 0,84 (J = 6 Hz) e

trés dubletes a § 0,94, 428 (J= 6Hz) e 1,20 (J= 8Hz), sinais

e

-

- e e e e S

. Ii !“,"!I‘: ' ﬁ ;
e iy

Fig. 6. RMN de 'H a 100 MHz de scutianina H  (regido
das metilas) em Cl3CD.
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que significam a presenca de N-N-dimetil-isoleucina e que, também,
confirmam a presenga de B-hidroxileucina,

Objetivando a confirmagdo dos dados anteriores, e tratando-ge

de desenvolver uma metodologia que permitisse diferenciar claramen

te entre os possiveis residuos N-N-dimetilados de massa 114, usan-

do-se minimas quantidades de produto natural, foi realizado um es-

” Y .JJ
\ \j"; ﬁ'k!’ y\ﬁ‘r{r fmi\#i"\ n\ﬁj\“;“ﬂ 1 “'Eu

FIREY DU T WO T S
i

Fig. 7. RMN de Ly a 100 Mz de scutianina H {regiao

das metilas) em piridina—ds.
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tudo de MIKES, descrito no capitulo 4.
Bageado nos dados discutidos anteriormente, sugeriuvse, entao,

a estrutura de scutianina ¥ como € representada na formula {44,

utianina H

44 se

e seus derivados diidro e oxodiidro, pelas f&rmulas (45) e (45)

respectivamente.

ot/ N _

Oy o
e e et
A= OENSID

N(CH,) M(CH,) ,

L

45 diidroscutianina H 46 oxodiidroscutianina H



No final de nosso trabalho, fomos impulsionados pelos resul-

tados publicados por HaslingerilB)

» dirigidos a resolver sinaig‘sg
perpostos de grupos metilas de frangulanina(47), com base nas dife
rengas de tempos de relaxagac de cada um deles, Decidimos, entio,
realizar um estudo mais completo de sinais de prdtons dos grupos

metila, em (44), porém, usando 400 MHz em combinagdo com dupla ir-

radiagao.

HN

N(CH3)

2

47 Frangulanina

Podemos ver claramente, nas figuras 8 e 9, que a regiao dos
metilas mostra, como era de se esperar, trés dubletes a § 0,86 ;
0,99; 1,23 e um triplete a 0,97 (CDC1319516:0,84; L,0; 1,2 ¢ 0,95
(CDCly + D,0), trés dubletes e um triplete, respectivamente.

+ D

Os espectros com dupla. irradia¢ao foram feitos em CDCL 0,

3 2
o que simplifica o espectro pela troca dos protons amidicos com
deutério.

A irradiacdo a aproximadamente § 2,0 (sz), regidao de absor-
gao do proton vy da unidade B~hidroxileucina, transformou os duble-
tes a § 1,0 e 1,2 em singletes, permitindo a assinalagao inequivo-
ca dos metilas diastereotdpicos da B-hidroxileucina (fig. 10).

Por irradiagdc a § 1,8 (F,c) pode-se observar a transformagao

do dublete a § 0,84 em singlete, atribuindo este sinal ao C-Me da



1

Fig. 8. RMN de "H a 400 MHz de scutianina H em CDCl.,.

3

N-N-dimetil—-isoleucina (figura 11).
As irradiagﬁes ad l,26 e § 1,52 (de e er), frequéncias cor

respondentes aos protons diastereotopicos do metileno, transformam



i

m"’mm‘-—)-&—ijJ—H’Jiwj

o St ! %0 13

F‘g. 9. RMN de lH a 400 MHz de scutianina H em CDC13 + DZO‘
o triplete a 6 0,95 em um dublete, o que permitiu assinalar o ou-
tro metila

da N-N-dimetil-isoleucina (figuras 12 e 13).

Finalmente, a irradiacao a & 4,93 (Fé a) fez com gque o duble-
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ey
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Fig. 10. RMN de lH a 400 MHz de scutianina H com dupla

a g 2,0 (sz) em CDC13 + D20.

Fig. 1ll. RMN de lH a 400 MHz de scutianina H com dupla

irradiagao a § 1,8 (F,c) enm CDCly + D,0.




Figl _l—2-l

RMN de lH a 400 MHz de scutianina H com dupla

irradiagac a & 1,26 (F,d} em CDCl3 + D,0.

Fig. 13.

RMN de 4 a 400 MHz de scutianina H com dupla

irradiagao a 6 1,52 (cm} em CDCl3 + D,0.
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te a § 4,45 desaparecesse conmpletamente, permitindo, desta maneira,

assinalar os dois protons metinicos {(oa e B8) da unidade R-hidroxi-

leucina (figura 14).

Fig. 1l4. RMN de lH a 400 MHz de scutianina H com dupla

irradiagao a & 4,93 (F,a) em CDCl, + D,0.

B~hyleu

Ile(Me)2




Esta analise confirmou plenamente nossos resultados anterio-
res, e a estrutura (44), proposta para o alcaldide scutianina H,

foi plenamente confirmada.

Sgutianina T(48)

A estrutura deste alcaldide foi possivel pela utilizagdo dos
métodos fisicos usuais (UV, IV, EM e RMN de lH), da mesma maneira

gque para scutlanina H,

Os espectros nas regices UV (fig., 15) e IV (fig, 16) deram as

informacdes caracteristicas para alcaldides ciclopeptidicos de 14
membros: absorgao aromatica terminal e béndas correspondentes a NH
e CO.

0 espectro de ressonadncia magnética protonica a 100 MHz em
CDC13 (figura 17) permitiu apenas identificar os sinais dos grupos
metilas. O N-N-dimetil-aminoicido aparece como um singlete ad 2,1
e os dois metilas do grupo isopropila do B8-hidroxiaminoacido, como
dois singletes a 6 0,95 (J = 6 Hz) e a § 1,2 (J = 6 Hz).

A interpretagao do espectro de massa de baixa resolucao (fig.
18) mostrou um Ion molecular a m/e 584, sugerindo C34H4dN405 COomo
férmula molecular para scutianina I(48).

A fragmentacgio do espectro de massa deste alcaldide & tipica

para alcaldides peptidicos de 14 membros (esquema 3). O pico base

’

a m/e 148 (a) revela N-N-~dimetil-fenilalanina como aminoacido ba-

sico terminal.

Os fragmentos a m/e 135 (i) e m/e 97 (m) se originam, respec-
tivamente, das unidades hidroxiestirilamina e hidroxiaminoacido.
O fragmento a m/e 106 e os Ions a m/e 105 e 107 sugerem B-fenilse-

rina como unidade a—aminocacido do anel, e os demais fragmentos ,



Fig. 17. RMN de 'H a 100 MHz de scutianina I (regiao

das metilas) em CDClB.

que permitem tirar algumas conclusﬁeslcom relaciao a estrutura do
composto, sao encontrados na tabela XII.

Baseando-se nas anhalises de_todos os dados fisicos menciona-~
dos, principalmente o espectro de massa que & o mais informativo,

estabeleceu-se a estrutura (48) para a scutianina I, gue por compa

ragao de seu Rf com os alcaloides (40) (42) e seus dados de Ponto

de Fusdo e rotagdo Otica, confirmou ser um outro diastereoisdmero

de (39), (41) e (42).



..l.
X NMe
2
a, m/e 148 i, m/e 135 ‘m, m/e 97
H~C= OH H C= O -
m/e 107 m/e 106 m/e 105

’ N\
/O
\ N
H
N
H N
] |
HO ;
L¥s
NMe 2

(48) Scutianina I



Nao foi feito um estudo da estereoguinmica das unidades assi-
metricas deste alcaldide, mas a semelhanca do espectro de RMN de
lH, regiao dos metilas, com (39), sugere a forma eritro para a uni
dade B~hidroxileucina de (48).

Scutianina B(37)

A estrutura deste alcaldide foi- confirmada por comparagao em

CCD com uma amostra auténtica(38).

60

O espectro de absorgao . ho IV (fig. 19), apresentou ban-

das caracteristicas para ciclopeptideos de 14 membros, enquanto

gque o espectro de massa de baixa resolugao (fig, 20) nao apresen-

tou Ion molecular, mas sgim alguns fragmentos bem caracteristicos,

como o fragmento a m/e 148 (100%) revelando N-N-dimetil-fenilala-
nina como aminoacido basico terminal e o fragmento a m/e 135 que
se origina da unidade hidroxiestirilamina. Outros fragmentos ca?
racteristicos deste tipo de alcaldide estio relacionados na tabela

IX.

‘Scutianina C(38)
A}

Os espectros UV (fig. 21) e IV (fig. 22) deste alcaldide de-
ram as informagdes caracteristicas para ciclopeptideos de 14 mem-
bros: absorgao aromdtica terminal ‘e presenga de bandas de NH e CO.

A andlise da fragmentagao forneéida pelo espectro de massa de
baixa resolugao (fig. 23) e a comparagéo em CCD com uma amostra au

(18)

téntica , confirmaram o alcaldide como sendoc scutianina C(38).

A tabela X apresenta uma relacao dos principais fragmentos,

revelados pela anidlise do espectro de massa de baixa resolugao, de

(§_§_) .
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Tabela IX
Tfon Formula o n/e Intensidade
_ S relativa
a C10H14N 148 100
b ' C27H33N4O4 ‘ 477 22,36
¢ , €, H,,N,0, 337 2,63
i CSHQNO 135 6,5
1 .
HOT@“\\ C8H80 120 7,8
m C6H90 97 1,3
0
W C7H7 91 2,8

Scutianinas D(39) e E(41) -

Fstas duas bases constituiram~se nog principais produtos iso-

lados da casca do tronco de Scutia buxifclia Reiss,

Os espectros de UV (figuras 24 e 28) e IV (figuras 25 e 29)de
ram as informagoes caracteristicas da natureza peptidica destes al

caldides: absorgao aromdtica final e presencga de bandas para NH e

Co,



Tabela X

- Intensidade
on Formula m/e relativa
a CHy (N 114 100
_*-
M C31H42N404 534 1,33
b C27H33N4O4 477 3,33
N
J C23H26 ]203 378 0,86
h C1gH1M,05 308 0,47
k 'ClSHlaNO2 244 0,75
L Cl4H18NO 216 2,08
c C10H15N202 195 1,16
£ C12H16NO 150
+' .
/o C o Hy 4O 175 1,0
d C9H13N20 167 1,02
i CSHQNO 135 19,16
“‘T
m Cﬁﬁgo 97 27,7
L_\i}
(CH3)2 CSHléN 86 30,5

o2



o ) . 1. i :
A analise dos egpectros de RMN de "H em CDCL., a 100 Miz de

3 2
(39) e (41) (figuras 26 e 30) permitiram estabelecer o0s sinais dos
grupos netilas, entretanto nao foi possivel uma aﬁﬁlise completa
do resto do espectro, devido a complexidade dos sinais (tabela XI).
Estes dados de RMN de lH, em adicao aos dados de pontos de fusio e
rotages Gticas, que estic de acdrdo com os dados obtidos por R.

(17)

Tacheszche ¢ Nos permitiram confirmar estas duss bases como scu-

tianina D(39) e scutianina E(4])
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Por acetilagao de 39 se obteve um acetato cristalino {49) de-

ponto de fusao definido, ao contrario do acetato correspondente ob

tido por R. Tschesche(l7)

que € amorfo. ' O poder rotatdrio deste a
cetato estd em concordadncia com a literatura mencionada.

O acetato derivadc de 41, O-acetil scutianina E(50)}, apresen-
tou uma rotagao otica igualmente em concordincia com a literatu~

ra(l7), mas de ponto de fusao marcadamente diferente.

O acetato de E(50) por nds isolado forneceu um espectro de
massa (fig. 33) de acdOrdo com sua estrutura'(m/e 626
+ o
(M) correspondendo a £ormula C30H42N406).

13

Ambos acetatos foram analisados por RMN de C como & explica

do no capituleo 3.

N

NMe, >"‘"‘“ 0

49 O—~acetil-scutianina D

50 C-acetil-scutianina E



0 lon molecular Mt m/e 584 permitiu atribuilr a‘( 9) e a (41)

a formula comum C34H4ON4O., e o pico base a n/e 148 confirma a u-—

nidade N-N-dimetil~fenilalanina como fragmento basico terminal. Os
fragmentos a m/e 135 e 97 sao originados das unidades hidroxiesti-

rilamina e hidroxiamino&cido respectivamente, e os fragmentos a

m/e 107, 106 e 105 confirmam a unidade R-fenilserina como aminoéci

do do anel , {tabela XII).

Tabela XT
T
ENVSAN
5 N NH
HN BN
0
HO
NMe
10 2
D B
Proton
8 J § J
1 0,98 d, 6 i,11 d, 6
2 1,24 d, 6 1,11 d, 6

10 2,23 S 2,24 S

64



Tabela XII
° N
X =
M_NH
HN HN
\
£ . Intensidade relativa
~Ion Formula m/e
‘ {39) (41) (48) "
a C10H14N 148 100 100 100
+
M Cy4H,0N405 584 0,02 0,05 0,04
b S C, o Hy N, Op 493 4,35 4,05 3,33
C,,H, N0, 478 0,7 1,24 0,8
C6H5 N(CH3)2 '
X
+/J§ CyoHy7N40, 387 1,35 1,29 12,7
(CH3) N "0
f €y H, NO 190 0,57 0,97 3,3
i . CgHgNO 135 2,14 4,05 8,62
HO
“*i::>*1§ CgHgO 120 0,64 1,54 0,3
CH 3%5[ ’
Q h C,H,0 107 1,0 3,24, 13,7
e
O
C,HO 106 4,57 21,8 74,5
+
D=
| C7H50 105 4,78 20,5 74,0
m CcHy0 97 1,14 2,7 3,3
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Tabela XII (continuagao)

Intensidade relativa

Ton Formula m/e
(39) - (4L (48)

. c,H 91 2,42 5,1 10,0

C.H." CGHS 77 4,14 18,37 78,4

IFIII‘_'I?TI;llI!?!f_‘llfErlliliz
TIUTTTT
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.
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Fig. 26. RMN de 'H a 100 MHz de  Fig. 30. RMN de 'H a 100 MHz de

scutianina D (regiao scutianina E (regilo
das metilas) em CDC13. das metilas) em CDClB.




Scutianeno C(40)

Das Ultimas fragoes da coluna cromatografica, foi isclado um
produte cristalino, que por suas caracteristicas espectroscopicas,

Uv (fig. 34) e IV (fig. 35), pensou—-se gue poderia corresponder a
(15,65)

um dos produtos neutros, previamente isolados da S. buxifolia
(40)

e denominados de Scutiansnos C e D

o \ NH

40 Scutianenos C e D

Ainda Que as estruturas propostas para ambos Scutianenos fosg-
sem as mesmas, suas diferentes propriedades fisicas (Rf em CCD, ro
tagao Otica e pontc de fusdo) indicaram que, evidentemente, eram
produtos diastereoisdmeros. A comparagac direta do produto isola-
do por nds permitiu confirmar que se tratava, com efeito, de Sou~

tianeno C.

- F

A comparagao dos espectros de RMN de 1H dos Scutianenos(65),

mostrou que existia uma diferenca muito sugestiva entre sinais:cog
respondentes aos carbonos o e B da unidade B-hidroxileucina, entre
tanto, o©s Valores‘para Scutianina D e Scutianeno D eram muito seme
lhantes, significando que, em ambos produtos, a configuragao da u-

nidade B-hidroxileucina & a mesma.



Os resultados obtidos por RMN de lH foram confirmados 'pela
transformagao de Scutianina D{39) em Scutianeno D, através de uma

reagdo de degradacao de Hofmann,

O\__m /

o
NH

/ \ N(CI—I3)2

ey

39 Scutianina D - 40 Scutianenc D
0 produto desta reagao foi identificado, por comparagao em

CCD, como Scutianeno D, confirmando deste modo os dados obtidos
por RMN de lH. |

Estas comparag¢oes permitiram resolver o problema da estereo-
quimica para Scutianeno D, entretanto a estereoquimica do Scutia-
neno C ficou ainda sem solugao.

A tentativa,_por nos realizada, de correlacionar Scutianenoc C
com Scutianina E, através de uma reacgdo de degradagao de Hofmann
conforme & descrito na parte experimental, nao trouxe nenhuma con-
tribuigao para este problema, j& que o scutianeno produto da rea-
cao e Scutianeno C, eram diferentés em CCD. Este resultado, entre
tanto, jA era esperado, desde que a estereoguimica dos alcaldides
{39) e (41) estivesse plenamente correta.

Se (39) e (41) sao diastereoisdmeros, a configuragao da unida

de N-N-dimetil-fenilalanina deve ser a mesma em ambos alcaldides,

portanto, seus scutianenos, produtos de uma reagaoc de degradagao

(67)
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de Hofmann, devem ser enantidmeros, isto €, com o mesmo Rf em CCD

e os valores da rotagao dtica iguais em valor absoluto, mas de si~

nalis contrarios.
Possivelmente entao, Scutianeno C esteja relacionado com um

dos outros dois diastereoisOmeros de (gg) e {(41) conhecidos: Scu-

tianina G (43) e Scutianina I (48). Nao foi possivel realizarmos

um estudo incluindo estes dois alcaldides, ja gue o primeiro nao

L-eritro D-eritro

/,O &

NH
-—NH

A
HN g
O
% HO
N(CH3)2 L-treo : D~treo (CH ) N

diastereoisdmeros

Scutianina b ga * = % Scutianina E

D-eritro

Qg

—NH
0

L-treo . D-treo

enantidmeros
Scutianeno D Scutianeno X




foi por nds isolado, enquanto que o segundo foi isolado, porém, em

rpequena quantidade,

Alcaldides ciclopeptidicos da casca

da raiz de Disc3ria febrifuga Mart

Com o objetivo de aplicar, ao menos em parte, a experiéncia

adquirida no estudo dos alcaldides isolados de Scutia buxifolia a

outros membros desta classe de produtos naturais, decidimos anali-

sar a casca da raiz de Discaria febrifuga Mart, planta também per-

tencente a familia Rhamnaceae e da qual nido existem estudos  pré-

vieos registrados na literatura.
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Descricao bot8nica: A Discaria febrifuga Mart & um sub-arbus-

to pertencente 3 familia das Rhamnaceas, que cresce, principalmen~-
te, na regiac "fronteira" do RS, e em palses vizinhos como Uruguai
e Argentina. Uma descrigao botlnica mais detalhada foi realizadé
por Reisser, S.(68).

Em uma analise preliminar da mistura de alcaldides, obtida co

mo se descreve na parte experimental, pudemos detectar a presenca

de pelo menos cinco componentes principais, com Rf muito prdéximos.

Usando-se uma coluna cromatografica com Silica H como suporte, se-
melhante ao que fol descrito para isolar os alcaldides de S. buxi-

folia, isolou-se o0s cinco alcaldides, sendo que um deles foi iden-—

Lo

tificado como discarina B (52), composto previamente isolado de

Discaria longispina(30) e um outro alcaldide, que por nao estar to

talmente identificado, foi denominado discarina X.

Discarina X(51)

£ um sdlido cristalino e homogéneo por CCD (trés sistemas de




solventes) com espectro de UV (fig. 37) tipico de alcaldides ciclo
peptidicos de 14 membros, isto &, tem apenas absorgéb aromatica
terminal, e as bandas a 3280 e a 1640 cm“l no espectro IV {(fig.
38), atribuidas aos grupos NH e CO, confirmam que ﬁiécarina X & um
alcaldoide ciclopeptidico.

0 espectro de massa de baixa resoluqao (flg 40} mostrou a
presenca de um fon molecular (M+) a m/e 550, sugerindo a formula

molecular C 0, para discarina X.

28%44Ny
O fragmento idnico a m/e 114, pico base do espectro, corres-—-

ponde ao fragmento N-N~dimetilado leuclina ou isoleucina, e o frag--
mento amina a m/e 86 indica leucina ou isoleucina como aﬁinoécido
simples ligado ao anel. Os Ions a m/e 190 (f), m/e 274 (h), indi-
cam gue a P-hidroxiestirilamina e liéada com ambos; f-hidroxileu-
cina e o amincacido simples do anel (leucina ou isoleucina), e emn
adigao, o fon a m/e 210 (k) e m/e 182 (1) provam que estes dois a-
mincacidos estdo ligados entre si, estabelecendo a presenga do a-

nel de 14 membros.

R 7 .

H §t::: pA
N(CHQZ ? \ : /)/“ . N\
a, m/e 114 C4Hg , |

h, m/e 274 k, m/fe 210 1, m/e 182 4 9

Os demals fragmentos, que poderdao fornecer algumas indicagoes
na elucidagao da estrutura da discarina X, sao encontrados na ta-
bela XIII.

A analise da regiao alifatica do espectro de RMN de by a 100




MHz em CDC13 + CD,0D (fig. 39) nos indicou a preseméa de varios si
nais caracteristicos para grupos metilas entre § 0,6 - 1,05 difim
ceis de serem atribuidos. O sinal a & 1,28 (d, 6 Hz) separado do
resto das metilas, como ja haviémos observado para Scutianina H
(43}, foi Gtil para estabelecer a presenga da unidade B-hidroxileu
cina em discarina X.

Os valores de deslocamentos quimicos para os carbonos a e 8

da unidade p-hidroxileucina, a &6 4,5 {(dd, 10 e 8 Hz) e 5,0 {dd4, 8

72

e 2 Hz) respectivamente, permitiram atribuir, em comparagéo com 08’

(18,38)

dados da literatura ja mencionados
ra esta unidade.
O singlete a & 2,28 (6H) fci atribuldeo ao grupo N-N-dimetila
do residuo terminal.
A analise de todos os resultados obtidos, associados com oS
13

dados de RMN de ~~C discutidos no proximo capitulo, nos permitiram

estabelecer a estrutura (51) para a discarina X.

Discarina B(52)

Esté alcaldide foi identificado por comparagac (PF, poder ro-
tatdrio, CCD) com uma amostra auténtica 30

0 espectro UV (fig. 41) deste alcaldide apresenta uma absor-
gao acima de 270 nm coincidente em maximo e minimo com o espectro

(24). No espectroilv (fig.

de inddis, como no alcaldide americina
42) observam-se as bandas caracteristicas dos alcaldides peptidi-
cos: bandas para NH e CO, evidenciando desta maneira o ciclo de 14

nembros.,

O espectro de massa de baixa resolugao (fig. 40) de discarina

B mostrou a presenga de um ion molecular (Mf) a m/e 573, correspon

, a configuragao eritro pa’
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Tabela XIIT

Intensidade

fon Formula m/e rolativa
a C7H16E ll% 1 00
+ ' :
M C28H44N4O4 550 0,09
+ -
M'“CH3 C27H41N4O4 485 0,18
N
k 612H20N02 210 0,15
£ ClzﬂllNO 190 0,55
1 CllHllNOB 182 0,56
i CBHQNO 135 2,27
m | CgH g0 97 3,40
4
H.N = C.H, ;N 86 2,5
2 \c41§ 5712
9
— s C4Hy N 72 3,0

dendo a férmula C,y3H, N0, cuja estrutura (52) foi proposta(ll).

O fragmento idnico a m/e 114, pico base do espectro, corres-
ponde a unidade N-N-dimetil-isoleucina.

Trés outras bases foram isoiadas e purificadas (d~y, d-v e
d~z) da mesma raneira descrita para os alcaldides anteriores. Co=-
mo ¢s dados obtidos (PF e espectro de massa) eram insuficientes pa
ra se propor uma possivel estrutura para estas bases, as mesmas a-
penas serao citadas neste trabalho, porém, futuramente, pénsamos

realizar um estudo completo com a finalidade de elucidar suas es-



HN

=2

NMe 2

51 ~ Discarina-X

dazax

N )
3,0-

5.0
H a 100 MHz de discarina X em CDCl3 + CD3OD.

RMN de



truturas corretamente.

52 - Discarina B

2.3, 8intese de substancias de referéncias

sintese de N-N-~dimetil aminoacidos

N«N-dimetil~L~iscleucina
N-N-dimetil-L-leucina
N-N-dimetil norleucina

N-N~dimetil-D~L~fenilalanina

Estes derivados N-N-dimetilados foram preparados por

metila-

¢ao redutiva dos correspondentes aminoicidos, segundo um procedi -

(81).

mento geral descrito por Bowman e Strond Pela reagao

do ami-

noacido com formaldelide, em presenca de hidrogénio e catalizador,

obteve-se bom rendimento do prodﬁto N-~N-dimetil derivado.
tidade de cada um destes compostos foi provada por métodos

{(PF, RMN de lH e egpectros de massa).

- CO,H Co

2
C,//// CHzo/HZO/MeOH
H > R
\ H,, Pd/C 10%
NH

CH

A iden-

fisicos

5 | N(CH,),



sintese de N-N-dimetil D-L-fenilalanina metil &ster

Esterificacdo: A esterificagao de N-N-dimetil-D-L~fenilalani-
(82) |

na {56) com diazometano regsultouw, com muite bom rendimento, no

ester correspondente (57), o que foi confirmado pelo seu  espectro
IV (fig. 55) e por RMN de “H a 60 MHz (fig. 56).

COOH

CH ~TEN

2
eter/MeOH

N(CH3)2'

(56)

8-fenil serina metil éster (59)

Esterificacdo: A esterificagdc de aminodcidos pelo método do

gsulfito dé metila e metanol saturado com acido cloridrico gaso-
s0(83) 130 deu bons resultados com 8~fenil serina (58). O produtd
desta reacao resultou em uma mistura de varios produtos, de REf mui
to proximos em CCD e dificeis de serem purificados, tanto por cro-
matografia em coluna como por placas preparativas.

Uma segunda tentativa de esterificacdo fol realizada, agora

(82), como & descrito na parte experimental.

através de diazometano
Neste caso, igualmente resultou em mistura de produtos, todos di-
ficeis de serem isclados pelos mesmos ﬁétodos cromatograficos an-
teriores. Pode~se obter através de uma placa preparativa, feita
com peguena guantidade da misturé,.o isolamento de duas manchas
que se encontraéam em maior proporgaoc.

0 espectro de massa para estes dois produtos (figuras 58 e 59)

apresentaram o mesmo lon molecular a m/e 237, mas diferenciavam-se

nos demais fragmentos, o que nos fez pensar, embora dificil de ex-
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plicar e sem confirmar, tratar-se de dois derivados acetilados:
O-acetil-B~fenil serina metil &éster (60) e N—acetil-g~fenil serxina

metil éster (61).

FN\_{

I -~ O0OH

COOH

NH==C~=~CH

T
(60) - (61)

Possivelmente, o espectro de massa da figura 58 corresponde
ac produto (60), pois o fragmento a m/e 177 se deve a perda de uma

(84)

wlécula de acido acético (MY - 60) ; possivel somente com o de

rivado QO-acetilado.

Sintese de O-N-diacetil-g-fenil serina metil &ster (63)

s

A finalidade de se sintetizar o éster da B~fenil serina era

de usa-lo como modelo em RMN de 13

C com o objetivo de assinalar os
carbonos da unidade 8-fenil serina dos alcaldides (39) e (41), e

posteriormente como produto de partida na sintese de (63).
Baseados nos resultados negativos anteriores de obtencao do
ester derivado de (58) tentamocs uma acetilagéo das duas fung@es,

alcool e amina, usando piridina e anidrido acético ¢ gque servi-



ria para posterior esterificagao.

Obteve-se, desta maneira, um produlo amarslo cristalino de
pr = 142 - 143°, Numa analise de seus espectros (RMN de lH - fiq.
60 e massa —- fig. 61) observamos queio produto obtido desta reagao
nao correspondia ao esperado. Em uma reviséq na literatura encon-
tramos gue o anidrido acetico atua sobre um dwacilaminOMSYhidroxi“
acido, produzindo uma azolactona insgturada;'emique a primeira e~
tapa da reagao seria a conversao do“acil derivado na corresponden-—

te azolactona saturada(Ss)

78

. A azolactona saturada possui um hidrg“

genio a extremamente ativo, que & eliminado com o substituinte 8,

mesmo em condi¢oés brandas.

R?H———wclrﬂcozﬂ - R—-—('ZH-—»CIIHm(liO RCE=C—(=0
1
OH NH B0, OF N O4——we 1§ oTROH
é N/ N/
Y ;
- R R’

Portanto, o produto da reagido de acetilagac de (28, em piri-
dina e anidrido acético trata~se de uma azolactona (62), cuja es-
trutura foi confirmada por métodos fisicos (RMN de 1H, {(fig. 60) e

egpectro de massa (fig. 61)).

O0OH
HO
NH.,
ACZO
Pi
/
(62)
(58)
Finalmente, a acetilagao em piridina e anidrido acetico da

mistura anteriormente obtida, contendo os produtos 60 e 61, resul~

tou em um preduto cristalino de PF = 145°, A anilise de seus es-

pectros IV (fig. 62), RMN de lH (fig. 63), e espectro de massa



(fig. 64), identificaram o produto como sendo O-N-diacetil- ~fenil

serina metil éster (63).
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CAPITULO 3

3,1. Alcaldides Peptidicos ~ RMN de L3¢

Como foi mencilonado anteriormente, os alcalbides ciclopeptidi
cos presentes em maior proporgao no extrato da casca do tronco da

Scutia buxifolia Reiss sao Scutianinas D{39) e E(41). Como ambos

alcaldides apresentam as configura¢des de seus fragmentos B-hidro-

xileucina e B~fenilserina conhecidos, nos pareceu interessante es—

tuda-los por RMN de 13C, com o fim de obter dados que facilitassem

a assinalagéo das configuragﬁes dos fragmentos mencionados em ou-

tros alcaléides,)futuramente.

HO

(39) Scutianina D [L"eritro—B"hidroxileucina - L"treowﬁwfenilserinal
(41) Scutianina E |D-eritro-f-hidroxileucina ~ D-treo-f-fenilserinal

13

Existem pouccos trabalhos sobre RMN de C de alcaldides pepti

(13)

dicos. Em uma publicagao recente , com a finalidade de se ob-

ter algumas informag¢des sobre a conformagdo preferida da frangula-

lBC

nina, foi realizada uma andlise de seu espectro de RMN de em

80
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solugao de CDCL e com quantidades cresgcentes de CD3OD.

35’
A atribuigao dos sinais deste alcaldide realizada em compara-
¢ao com valores de § obtidos na literatura, espectros de FDIF e ix

radiagaes especificas, esta representadas na formula (47}

abaixo.

2 0,3
29,6

15,1

15,3

iﬁ!.o L6

28,3 NMe

123

(47) Frangulanina

(12), foi realizada

Em um outro trabalho, ainda naoc publicado
uma andlise de outros membros desta série de produtos naturais :
discarinas A(53) e B(52); lasiodina A(S55) e lasicdina B(54) é@ndo
a lasiodina A o tnico alcaldide nao ciclico conhecido.

As atribuigoes realizadas, baseadas nas andlises de modelos
especialmente sintetizados e andlises de espectros FDFF, mostram

.

gque o ciclo produz trocas nos deslocamentos quimicos comparados

com peptideos abertos.

13C dasgs scutianinas D

Para a analise dos espectros de RMN de
e E, respectivamente, fixamos nossa atencao, principalmente, nos
deslocamentos quimicos dos carbonos sp3 e suas atribui¢oes  estao

baseadas nos trabalhos j& mencionados, nas andlises de seus espec-




1210 13 L3
1194 129.8

(52) discarina B

118,58
1218

11 1.4

+

(53) discarina A

Lul
2 8.2

19.8

2 842

2 4ol

(54) lasiodina B :




(55) Lasiodina A

- tros de FDFF, e na comparagac com modelos sintetizados.
Os deslocamentos quimicos dos grupos metilas de (39), suas
nao equivaléncias (AS = 5,3 ppm) e os valores de § dos carbonos o,

B e vy da unidade B-hidroxileucina (figura 65), sao coincidentes

com os observados em alcaldides semelhantes, como frangulanina (47

u3

)

discarinas A(52) e B(51) e lasiodina B(53), e desta maneira, facil

| mente atribuidos. . 0Os carbonos o é B da unidade B-~fenilserina e os

corraspondentes ao residuo N*N“djmetll fenilalanina foram atribui-

dos por comparagdoc com os modelos (57) e (62) (figuras 70 e 71).
Baseando-se nestas consideragoes, pode-se observar que todos

os carbonos de (39) apresentam valores de § muito semelhantes aos

modelos (57) (62), com excegaco do metilenc benzilico da unidade fe

nilalanina. Este carbono apresenta uma clara diferenga entre o al
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caldide (39) e o modelo (57). Dado que a atribuigdo do mesmo  em
(39} & totalmente certa, ja& que & o lnico triplete de possivel ébm
servagao no espectro FDFF, pensamos que essa diferenga pode ser de
vida a um efeito y resultante de uma conformacao preferida da uni-
dade N-N-dimetil-fenilalanina em (39). | ”

No espectro RMN de l3C de (41) (figura 56) pode-se observar

deslocamentos quimicos muito semelhantes a (39), com excecdo da u-

nidade f~hidroxileucina.

CoOMe
510
M@?_
418
{57) .
(62)
A diferenga entre os metilas (A§ = 2,4 ppm) & menor que emn

(39), e enquanto o carbono o encontra-se protegido (A§ = -1,2 ppm)




o carbono 8 & desprotegido (A8 = 6,1 ppm) regpectivémente, em.ralﬁ
¢ao a (39).
A diferenca, em estereaquimica, da unidade f~fenilserina em
(39) e (41) nao afeta de maneira significativa 03- daglocamentos
guimicos dos carbonos o e B.
Os produtos de acetilagao de (39) e (41), C-acetil-scutianina
;

D(49) e O~acetil~scutianina E(50}, apresentaram efeitos muito pou-

co pronunciados sobre os carbonos o e 8 da unidade fenilserina (£i

guras 67 e 68§.

(ﬁé) Scutianina E

Esta transformagao afeta, como era de se esperar, o carbono
aromatico nao protonado e também, ainda que em menor  intensidade
um dos grupos carbonila.

Em O—-acetil scutianina E também observam~se efeitos nos carbo

nos o e B da unidade hidroxileucina.

A clara diferencga em deslocamento quimico dos carbonos 8 e o

valor de A§, também diferente dos grupos metilas dos residuos hi-

droxileucina em ambos alcaldides, (39) e (41), complementam os da-
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: (L7 .
dos obtidos por RMN de lH ¢ © podem ser usados como uma indi-

cagao da configuragao desta unidade (L-eritro em (39) e D-eritro

em (41)).
Assim, por exemplo, nos alcaldides discarina A(53) e B(52),
gue por RMN de lH demonstrou~se gque a unidade Bmhidroxileﬁcina per

30 '
( ), pelcs sinais a 82,4 ppm e AS = 5,7 ppm e

tence a serie eritro
a 80,8 ppm e A§ = 5,6 ppm para os carbonos B e para os deslocamen-—
tos quimicos de seus metilas, respectivamente, se pode demonstrar

gque ele possul a configuragao L-eritro.

Dada a pequena guantidade de scutianina H(43) e I(48), isola~-

das da Scutia buxifcolia, nao foi possivel estudd-los por RMN de
13

C. No caso particular de scutianina I, isto & particulérmente
lamentavel, ja que de acordo aos dados apresentados, este alcaldi-’
de deveria ser um novo diastereoisdOmero, diferente dos j& conheci-
dos scutianinas D, E e G, e seu estudo poderia fornecer maiores in

formacoes sobre a estereoquimica de suas unidades de aminoacidos.

#

) ‘ wa?// \\mn
203 P
29.8)mmelB] 5 \\

(ig) C-~acetll Scutianina D




{50) C~acetil Scutianina F

13

Uma andlise preliminar do espectro de RMN de C de discarina

X permitiu obter alguns dados adicionais sobre a estrutura  deste

- ‘ . Co 3
alcaloide. Analisamos os sinais dos carbonos sp” conforme apresen

tados na férmula (51). (figura 693).

@g) Discarina ‘X

g
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fi possivel confirmar a presenca da unidade Bwhidroxileucina e,
além disso, baseado nos deslocamentos quinicos dos carbonos «o é A
a 55,0 e 81,7 ppm, respectivamente, ne AS dos grupos metila (A =
5,5 ppm), e nos J de acoplamento dos protons o e 8, previamente a=-
nalisados, pode-se estabelecer gue esta unidade possui atgonfigurg
¢ao Lreritro.

Frangulanina (47) e lasiodina B(34) serviram como modelo para
atribuir os sinais do aminoacido leﬁcina, e pela auséncia de um si

-

nal entre 10-12,5 ppm, tipico do grupo C-metila de isoleucina,' e

possivel supor que o residuo N-terminal & N-N-dimetil-leucina. £
importante ressaltar que seria necessario confirmar a presenga des
ta unidade por aplicagio, por exemplo, de espectros MIKES, como no
caso de scutianina H, e além disso por preparacac e analise do es=-
pectro RMN 13C do modelo N~N-dimetil-leucina, ja que os deslocamen
tos quimicos deste fragmento sio ligeiramente diferentes aos cor-
regpondentes de leucina.

Outro ponto importante a considerar & gue a estrutura propos-—
ta para discarina X & precisamente a mesma que franganina, alcaldi

de isolado de Rhamnus frangula pelo grupo de R. Tschesche(23'3lx

Como as constantes fisicas de ambos alcaldides s3o apreciavelmente
diferentes |PF = 227°; [a|f’ -225 (c = 0,1 CHCl,) para discarina X
e PF = 248°; [a[éo ~302 (¢ = 0,1 CHCl,) para franganina|, e ante a

possibilidade que sejam estereoisOmeros & aconselh@vel uma compara

¢ao direta de ambas amostras.




89

iy !

| u
C ¥4 \Jy J‘I
Y‘f;(:’?;}y‘ l«f\’j i’ 3‘51‘1"

. 'i i
\’W* ,.www 'fwv\r’v’#\"fww “W j \ny
'

|

J } ‘.,J&‘t i .%w'w»«f

T

130 J&o HD lzn \00 . 30 m ‘-so

29

]
o bhm

1

Fig. 65. Espectro de RMN 3“36 (CDClB) de Scutianina D.

i X o
| TRV
F { . | I
(N T | I
‘ J“ f.]. J ; ,:l 51} iif .l:.:;.;h ;i! ?il 15 ‘l U
TR L N N 1 U R KR I 0ok iy
2;::";."\{1"-‘?:1{ !2 :'A'j?[,‘ 5"; Loty ‘i_'.g’ﬂl.! ";ﬂs}y}‘} 1 Iy 4 ,J L l 1? I\ il wWha i, *‘jll,}f Rt -E"l‘n N ‘{ |
}’1-1“1 .%ﬁ:f‘ :‘{}"'E’z’}‘i‘ } i;si}},ii;n%\f!f‘;zi ‘ )l‘td {" 1%:,”‘?\ h, ” ﬁj "‘“ ‘?ffl;,,-‘!g}{ ‘4“‘:}1}3’;-,‘*,'}}'?m;l«s};ﬁ i‘ig,'p&'f1r‘f$|}?§){lfﬁ;‘}5’n:g.l;;ﬁ(‘a
180 0 yio 120 oo g0 60 4o 0 o phm

Espectro -FDFF=



B e N P———

i
{
|

P‘ I
4 b b N i |
X | e . \
S WIS I N \
Ay ,'f!ﬁfi* lff’vl ‘.’ﬁxg‘fﬁ*.ﬁ#;“ eg)‘fé’f‘ wa, ,ﬂs*J;‘ﬂ;;‘h “‘%‘J k*ﬁ,ﬁ%*‘:” i pEEEE
ido Hc 4‘;,9 : 1o go (90 l;o : El,o 0 b

Fig. 66, Espectro de RMN 136

.

(CDC13) de scutianina E.



91

.
¢
|
| .
)
N 2 ‘ :
il R
i i .
;t‘;u?n.“, l,'é‘ Ty ""l’l y Tist lu ) H’ibg“f}f;’ll e b S } ‘EL | J i N
u_.-“gt,.i.-‘g'{ LErF AN ,}:'_“_ 1 ;’9{;" ; 1(.4 ¥ Ty ,'vh\‘_«_ L TR P S Al iy LTI l NN 'i-'“l . r
el i N ra','S o , P Gk sebiivct] et Ypangn el et S e
o . ] 1 ] 1 ]
) e o 120 loo g0 - 65 4o v 2¢ >
C' { - - b‘q_,(. k

Espectro de RMN-

i3

C [C0813] de O-acetil Scutianina D.



92

il ‘ P
f}]I) ' !? | |

, J i * '
| : ' i |
%\Jl\"ﬁt'ﬁﬁl A L “'?J w1 Wl ir““,z l ! J, Lj /JJU L J
o ‘J i "ﬁi'g‘lir‘\‘ﬂ‘ ]flf r;:f v L";wa»\fqﬂ\vvﬁ&g\‘ﬁ*f H‘h‘-.‘f’l‘ "' HL'{,’A,'-}[‘« \‘V rng \‘1} i %4\.__}%‘&\{:1»‘,\}4‘%
oo o ' ' ! ! L “ ] 191
' wo 120 1o go Go e .z CLLeR

Fig. 68. Espectro de RMN 13(2 de O-acetil scutianina E.




F‘§%\d iﬂ

{iég‘gﬁz! ‘ﬂ\;'.;; 'i L‘&

£

i
v

e’
|

i

’?5433““’

. i-igh el “ rn
i?{l z\{”ﬂs“ﬁl’. M‘:éﬁ LR

5 '
4 %¥h i
TR lifgkf';f&nﬁk]
130 J'ao ::m o ;m) 29 to '

Pig. 62.

Egspectro de RMN 13(: (CDCLl

3+ cméo) de discarina X.




ﬁ"\;,fw?e* ? H‘*M /‘r ”“1

DT A

’1

\.
\,

G w fay ”ﬂwmw et Jl

A s el Lo ?*M |

ﬁ \ (?"bl} L" {r;‘l }M
7 ..

|
e te0 mo 120 ltao Lo éo liO' 540 ° “»:.\.
e
Fig. 70. Espectro de RMN 130 (CDC13) de N-N-dimetil D-L-fenilalanina
metil &ster.
i
: ‘ !
. "‘ \
JL! '7‘{ | ‘ Q- !
i Lol L
' ) lé"- . i f ,\ b I Ili
£ . I§| h] ; FIVRY !"‘! \J i |l 1 !!‘1‘ ; o il | .‘ a 5 l ld 1!!!.1’ !Hk
'fl’,rLlllf’ F}'lﬁ‘;“f‘]ﬂlﬁg‘%ii H;t il ' E#I‘E;»’JV%E”L ﬂr}‘ ?f]l'; é,flﬁulw!ﬂ'?I;‘ﬁlilr}“f;ﬁ]‘fﬁff\! i “‘i‘fl“ ’*g&‘ﬁ \:}' W m] i :‘q‘f‘qli AR ﬁl R yy l
| i ; ) I}t}n o O ael
' ' - . ' L T

Espectro-FDFF—

i




95

! f :
WhiknBlblln by s AL 15 0ot m‘ﬂb* i b Ml ey "h(l'lj o, bk Andut
v limlihfi 'il"w"‘ i iy Mf?nlr'”?!f'ﬂ [ e ﬂ”ﬁﬁ'"“ fiw ff#:’iﬁ'J*&f'rﬂff"ifi kAN %!,JJL‘ : 4.»;‘«;%(
3 b t ¥ 1 L ] i i ‘o
it oo o 10 1o Re 60 10 20 Uy
, , .
FPig. 71. Espectro de RMN 1361 (CDC13) de O-N~-diacetil B-fenil serina




CAPITULO 4

Espectro de Energia Cinética dos Tons Analisados por Massa (MIKES)

4l. Introducao

0 desenvolvimento da espectrometria de massa e, em particular,

sua aplicagao em quimica orglnica ocorreu na medida em que os ins-

trumentos tornam-se mais sensiveis e aprimorados.

Desde as Ultimas trés décadas a aplicagdo da  espectrometria-

de massa tem alcangado uma rapida expansao aumentande, deste modo, -

o interesse pelo método.

Para diversas classes de compostos organicos;tem sido possi=-

vel correlacionar, atraves da espectrometria de massa, a fragmen-—’

tagao padrao do lon organico com a estrutura do material de parti“
da.
Por isso, esse método tem sido de grande utilidade na elucida
. ¢ao de estruturas de muitos compostos orginicos, inclusive de pro-
dutos naturais,
Mais recentemente, uma nova técnica dentro da espectrometrié
de massa foi introduzida por Maurer e colaboradores (1971) com o}
nome DADI (Direct Analysis of Daughter Ions)(69). No mesmo ano,
Beynon e Cooks publicaram o mesmo método com © nome abreviado MIKES

(70)

(Mass Analized Ton Kinetic Energy-Spectrometry) ; sendo esta ﬁl

tima denominag@o a preferida neste trabalho.

Espectros de 'MIKES podem ser utilizados na andlise de mistu~

ras, como descreve o trabalho de Smith, Maurer e Rapp(7l). Ainda

recentemente foi demonstrada a utilizacao de MIKES para distinguir

varios tipos de barbituratos(72)

(73)

e identificagao de alcaldides em

extratos brutos de plantas
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Uma revisao completa deste método, bem como a aplicagio em
benzenosulfonilhidrazinas e cloretos de benzenosulfonilas, encon-
tra-gse num trabalho de tese de Doutoramento, recentemente realiza-

‘ = i (T4}
do em nossos laboratorios '™,

Todos os exemplos mencionados acima mostram a potencialidade
da técnica, e a importancia que a mesma vem assumindo dentro da

quinica orgénica, tornando-se um complemento muito 0til dentro da

espectrometria de massa.

4,2. Fundamentos Cerais e Principios de MIKES

Em um espectrdmetro de massa comum, a ionizagao e fragmenta-
¢ao de moléculas organicas ocorre em qualquer parte do aparelho;
mas s0 sdo observados os fragmentos que se formam na fonte de Jons.
Acs Ions que se fragmentam fora da fonte de ionsjdenomina"se de
"Tons metaestiveis”, |

Muitos destes lons, quando se decompdem nas regides onde  ha
um campo magnético ou elétrico, colidem com as paredes do aparelho
e nao chegam ao detector. Porém, quando a fragmentaciao ocorre nas
regides livres de campo, os produtos dos lons metaestiveis s3o in-
fluenciados igualmente pelo prdéximo campo, e podem ser focalizados
no detector, resultando "picos metaestaveis"”.

A velocidade v de um Ion é dada pela relagao:

2 e U :
o om

onde:
e = carga
U = potencial de aceleragao

it

m massa

Exemplo:
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Enm um espectrdmetro de massa com um potencial de aceleracio
de 3.000 V e uma particula m = 100 unidades de massa, esta alcan

ca uma velocidade de 7 x l(}4 n/s. Se o caminho atée o detector

for igual a 1,5 metros, isto quer dizer que o Ion precisa de

(75)

10725 para percorrs-lo

A energia cinética do Ion precursor (1/2 m v2} alcangada du
rante a aceleragao na fonte de Ions € agora dividida entve 0s
produtos (Ion produto e particula neutra), quando ela se decom—-—
poe depois da aceleracao. Portanto,‘as condicoes que regem esses
produtos, durante o percurso do espectrometro, sao diferentes

das condicoes do fon precursor.

Por exemplo, eles nio atravessam o setor elétrico na sua jsls}
si¢cao riormal de operagdo, isto porque o setor elétrico 88 deixa
atravessar os ions com energia cinética inteira de aceleracgilo.

Espectros de MIKES sao obtidos apenas em aparelhos de geome
tria de Nier-~Johnson inversa {fonte de fons/ setor magnético/ gg
tor eletrostatico/ detector) (figura 72), onde o setor magnético
precede o elétrico. Os ifons precursores sao analisados por massa
no primeiro campo de deflecgao (M) e, em,seguida,‘os prod&tos de
decorposicao entre o ima e o setor elétrico (E) sdo  analisados
por suas energias cinéticas. Consegue-se isto desacoplando e var
rendo a voltagem do campo elétrico. |

A massa dos fons produto anélisados pelo setor eletrostiti-

co é dada pela relacdo:

: U
M, fon produto = My fon precursor °
Ul
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onde:

U, ~ potencial de deflexao do condensador quando o lon precur
sor & focalizado no detector.
02 - potencial de deflexao do condensador quando o JIon frag-

mento & focalizado no detector.

Aparelhos de dupla focalizagao de geometria Nier-Johnson {(fon

te de fons/setor eletrostatico/setor magnético/detector) nio  dao

espectros MIKES, porque em aparelhos com esta geometria os lons a-

celerados na fonte passam primeiro pelo campo eletrostidtico, para
(75)

serem subsequentemente separados por massa

Fig. 72. Estrutura esquematica de espectrdmetro de massa {geometria
Nier-Johnson inversa). a: fonte de Ions. b: primeira  re-
giao de campo livre. M: analisador magnético. c: segunda
regido de campo livre (regido MIKES). E: analisador ele-

trostatico de energia (filtro). D: detector (737,
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2plicacao de MIKES em Alcaldides Peptidicos

A fragmentagéo fornecida pelo espectro de massa de certos al-
caldides peptidicos inclusive scutianina H, apresenta um fragmento
a /e li4 (pico base), correspondente a unidade N~N~dimetil amino~-
Ecido terminal, provavelmente leucina ou isoleucina.

Este fragmento, segundo a estrutura do aminoacido N-N-dimeti-
lédo, sofre uma cisdo secundiria que se revela pela presenga de um

pico metaestivel - .
Em um amincacido ramificado em B (isoleucina), ha formagao de
um radical wCZHS. No caso da leucina, que & ramificada em v, ou

norleucina que nao & ramificada, ocorre eliminacio de propeno.

miamrramasi ....._______&‘- \
m* 63,4

\ ¥ (o
Fo N(CH.)
BHCH3)2 32
m/e 114 m/ae 86
‘ *C3H6
/S Nmbay, mer TN\
e N(CHL) m* 45,5
p 3 2 7
§(0H3)2
m/e 114 m/e 72

Os espectrés'de massa desses,amihoécidos N~N-dimetilados, isQ
ladamente, sao bemvdiferentes, conforme pode-se perceber na anali-
se das figuras 48, 50 e 52. Quando os mesmos fragmentos aminicos
constituem parte do alcaldide como unidade N-N-dimetilada terminal
05 mesmos aparecem com intensidades comparativamente muito baixas.
Portanto, estas reagdes secundidrias ndo podem ser reconhecidas com

certeza, o que dificulta a identificagao da unidade N-N-dimetilada .

MO AMP

sTerL LMY
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terminal.

Em 1974, Mc Lafferty e colaboradores descreveram a aplicagao
de espectros de Ion Metaestivel (MI) e Ativacio Colisional (C.A.)
na determinagao dos residuos leucina e iscleucina em peptideos(77).
Neste capitulo, transcreveremos a aplicagéo de MIKES, uﬁ método
muito semelhante a MI, na determinacgac da estrutura do fragmento a
m/e 114 em alcaldides ciclopeptidicos. Os aminoicidos leﬁcina, i-
soleucina e norleucina Nwdeimetiladés sao usados como padroes.

Realmente, MIKES do pico m/e 114 de N-N-dimetil~isoleucina-
(fig. 73a}, de N-N-dimetil-leucina (fig. 73b) e N—N—dimetilmnorleg'
cina {fig. 73¢) sao distintos, mostrandco gue nic existe equilibrio
de estruturas para os lons, e que as fragmentagaes desses fons sao
muito dependentes das estruturas.

Rearranjo com perda de uma olifina, leva a m/e 72 para N-N-~di
metil-leucina e nor-leucina, e m/e 86 para N-N-dimetil-isoleucina
(esquema 7). Esta reagéo torna-se mengs importante para os dois
Ultimos amincécidos N-N-dimetilados, o que pode ser devido a  uma
competic¢ao com o Ion de m/e 69.

Um outre rearranjo, comum para aminas, leva ao fragmento de
m/e 58 para os trés isdmeros (esquema 8).

Segundo Mc Lafferty e cclaboradores(77), a transferéncia de
um hidrogénio terciirio da leucina & aparentemente favorecida so-
bre o hidrogénio secundirio da isdleucina, o que explicaria a dife
rén@a de intensidade dos picos a‘m/é 58 para os dols isOmeros. Po
rém numaranélise-da figura 73c¢ para nor-leucina, pode-se notar que
0 pico a m/e 58 & igualmente intenso, embora neste aminoacido N~N-
dimetilado ocorieria uma transferéncia de um hidrogénio secundario,

come em N-N-dimetil-isoleucina.

Desde que o amincdcido basico terminal de scutianina C tinha
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%,

Hscuema 7
H
N (CH3) 9
‘ * /
R3
Tie: m/e 86
\\\@ Leu: m/e 72
m/e 114 Rl Nor-Leu: m/e 72
+
;1e R1=.H; Rzﬂ -~H; R3a CH3
Leu:-le H; R2= CHS; RB= H \\
Nor{@u:Rl= CHB; Rzﬁ H; R3= H R2 R3
m/e 69
Escquema 8
(\CH N{CH
R, e CH,, =em Cm-—CH . bRy — CH, — CH==CH, + Hzcﬂiﬁ(CH3)2

i 2 , ,

R, Ry

m/e 58
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(18)

sido determinado como sendo N~N-dimetil-isoleucina , este alca-
10ide foi usado como modelo e o MIKES de seu Ilon a m/e 114, mostra
do na figura 74.

Embora a presenga de picos no espectro devido a efeitos térmi
cos, e interferéncias de fragmentos da primeira regiao de campo 1i

vre, o aspecto do espectro & o mesmo que o espactro da figura 73a.

Nota-se significante diferenga dos espectros mostrados nas figuras

73b e 73c¢,
Entdo, podemos ver que independente de sua interpretacao o
MIKES pode ser muito til na quimica de produtos naturais, Como

instrumento de impressdes digitais semelhante & espectroscopia no
v,

Baseado nos coment&rios anteriores, submetemos a scutianina i
a uma analise de seu pico base a m/e 114 por MIKES. A figura 75
mostra que o residuo N-N-dimetil-aminoiZcido terminal de scutianina

H & isoleucina.
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CaPITULO 5

1. Scutia buxifolia Reiss: Isolamento dos alcaldides da casca do

tronco.

1.1. Materiais e Mélodos

Cromatografias em coluna foram feitas utilizando silica H

(Kieselger Hnach Stahl) da Merck. N\

Cromatografias em camada delgada foram feitas utilizando sflél
ca gel GF 254, da Merk AG, suspensa em agua destilada e distribui-

da em camada de 0,25 mm sobre placas de vidro de 5 x 20 ¢m, 10 bid
20 cm e 20 x 20 ¢m, em éparelho Quickfit, |

As.crdmatografias foram desenvolvidas em solventes apropria-
dos e reveladas utilizando-se lampada ultravioleta Geman-Camag 254,
350 nm, iodo ressublimado e reativo de Dragnendorff, modificado se
gundo Munier e Macheboeuf(78).

ds_reagentes e solventes utilizados foram analiticamente pu-
ros da marca Fischer, Baker, Merk, Carlo Erba e Fluka AG.

0s alcaldides isolados foram purificados por recristalizagdo
ou cromatografias em placas preparativas, até qgue em CCD mostras-
sem Gnica mancha em varios sistemas de solventes.

Os pontos de fusao foram determinados em um apareiho Mettler
FP 52 - CARL ZEISS.

As rotagdes Sticas (la]) foram determinadas em Cﬁélg, num po
larimetro fotoelétrico da CARL ZEISS, de precisio 0,005%,

Os espectros de absorgao ne infravermelho (IV) foram determi-
nados em pastilhas de KBr (1% da amostra) ou pelicula em NaCl, uti

lizando~se aparelho da Perkin-Elmer, modelo 337, e como  referén-~

cias, as absorgoes a 1601 e 1028 cmul de um filme de poliestireno.
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Os espectros de ressonancia magnetica protonica (RMN de

H)
foram determinados em um espectrometro Varian T-60, em um Varian
XL~100-FT (100 MHz) e num Bruken spectrospin 400 (400 MHz). Os
solventes utilizados foram clorofdrmio, piridina e agua deuterados,
utilizando~se o tetrametil silano (TMS) como referancia iﬁtexna.

Os espectros de ressonfncia nuclear magnética de C-13 (RMN de
l3C} foram obtidos no espectr6metrorga Varian ¥XL~100 15-FT (25,2

MHz)}. O solvente utilizado foi clorofdormio deuterado e tetrametil

silano como referéncia interna,

Os espectros de massa foram determinados em um instrumento
1015/8L da Finnigan e em um instrumento Varian MAT-311 A, dupla fo
calizagﬁo reverso geometria de Nier-Johnson., As medidas foram efe
tuadas a uma energia de 70 eV, e a temperatura da fonte de 100-120
“c, com potencial de acelerac3o de 3 KV.

Os espectros de MIKES foram conseguidos em um | espectrdmetro
de massa Varian MAT-311a, dupla focalizagio, reveréo geometria de

Nier—Johnson.

1.2, Isclamento

Coleta: O material foi coletado pesscalmente, no municipio de
Santana do Livramento, RS, durante o més de julho de 1976.

Extragao: A casca do tronco da Scutia buxifolia Reiss séca a

60° em estufa e moida a fino grao em moinho Wiley (5 Kg) foi ax-
traida em um extrator tipo Soxle£ durante 48 horas, com metanol a
quente {20 litros). O solvente foi evaporade a pressao reduzida
em um evaporador rotativo, resultando em 950 g (19%) de um residuo
oleoso escuro, denominado extrato bruto. Este residuo fol suspen-—

sOo em uma mistura de agua e eter l:1 (2 litros) e acidificada com
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HCL 2N até pH = 1,5. A fase etérea foi éeparada_e 4 aguosa rema-
nescente voltou-se a extralr com 5ter (5 x 1 litro). A solugao e-
térea nao fol analisada.

A fase aquosa foi alcalinizada com amoniace atd pH = 9,0 e ex
tralda exaustivamente com &ter (5 x 1 litro). Os exkbratos etéreos
reunidos foram lavados com agua (2 x 200 ml),‘sécos com sulfato de
s&dio anidro e evaporados a pressiao reduzida, resultandol 4,1 g
(0,09% em relacdo d casca e 0,5% em'relagao ao extrato bruto) de
um so0lido amarelado constituido de varias bases.

)

0 esquena 9(76 mostra o fracionamento a que o extrato bruto -

foi submetido.

Esguema 9
Extrato Bruto (950 qg)

- H,0, eter (1l:1)

- HC12N até pH 1,5

i

Fase aquosa

- NH, até pH 9,0

- &ter (5 x 11)

i |

Fase etérea . Fase agquosa

¥
Fase eterea

. nao analisada

analisada desprezada

1.3. Separacgao dos Alcaldides

A mistura de alcaldides isolada da casca do tronco da €. bu-
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xifolia (4,1 g) fol cromatografada em coluna de vidfo, uﬁanaOMSQ
como suporte silica H (410 g). O Sistema de solvente eluente foi
clorofdrmio-metanol a varias concentragdes, e em algumas fragoes,
adicionando~ge gotas de aménia conforme a tabela XIV.

Usou-se um coletor de fragoes automatico Buckler e aé fragoes,
de 15 ml cada, eram coletadas em tubos de enéaio.

As fragoes foram comparadas por CCD e juntadas conforme suas
semelhancas em RE, Desta maneira totalizou-se 38 fragoes, que jun

tas pesaram 3.719 g, correspondendc a 90% do material colocado na’

coluna (tabela XIV),.

As fragées coletadas que nao apresentaram testes positives pa
ra alcaldides (Dragendorff) nao foram analisadas, com excegao das
fragoes 31 e 32, facilmente identificaveis por comparagao em  CCD
com uma amostra auténtica, como sendo Scutianeno C.

As fragoes puras : semelhantes em CCD foram Juntadas
e recristalizadas no solvente adequado. As frag¢odes impuras foram
rurificadas em cromatografia de placas preparativas com posterior
recristalizacgéo.

A segulir, apresentamos 0os sistemas de solvente utilizados em
CCD e em placas preparativas.

1. Cloroformio~metanol (95:5)(5)
2. CloroférmioumetanoleH4OH (95:5:gotas)
3. Clorofdrmio-metanol (90:10) (33
4, Clorofdrmio-metanol-dter (90:1:30)
)(31)

5. Clorofdrmio~é&ter~metanol (90:30:2

6. Clorofdormio~acetona (85:5)

7. Cloroformio-eter-acetato de etila (1:10:10)(5)
8. Cloroférmio~éter~-acetato de etila (1:20:10)

9. Clorofdrmio-acetato de etila—-acetona (20:10:2)
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Tabela XIV

Cromatografia do material contendo alcaloides (4,1 g)..

Frach Sistema Fragoes Compostos isola- Peso (2)
ragoes eluente combinadas dos (scutianinas) €80 18
1-5 cloroformio 1-5 - . 0,255
=12 cloroformio 6-10 - B 0,050

metanol 0,5% 11-12 ' B,I 0,030
cloroformio 13-15 I 0,030
13-17
metanol 17 16=17 IeC 0,140
18 cloroformio 18 ’ " 0.050
metanol 27 ?
19-20 clorofarmio 19-20 D 0,350
metanol 3% :
cloroformio
21-24 metanol 47 21-24 D+ E 0,105
25-29 cloroformio 25-29 B 0,400
metanol 5% ” *
cloroformio
31-32 metanol 5% 31-32 Scutianeno C 0,065
com gotas : :
de amonia
33-34 clorofornio 33-34 - 0,270
metanol 10% ‘ ?
i5-38 acetona 35~38 : - 1,974

. r

10. Clorofdrmio~acetato de etila-acetona (20:10:20).

Os sistemas 1 a 3 foram dteis para identificacdo e juncdo das
ffagaes semelhantes em CCD, e os demais sistemas foram mais efi~

cientes na separac¢ao das impurezas em CCD e placas preparativas.




1.4. Alcaloides peptidicos e derivados

Scutianina H{43)

0 so0lido cristalino (50 mg) correspondendo & fragao 18, de Rf
0,46 no sistema de solvente 1, foi recristalizado de cloroférmio-
éter, resultando em 45 mg de unm produto homogéneo em CCD (10 sis-
temas de solventes). PF = 242~243O.” Com este composto fez-se as
seguintes determinacgdes: |

Rotagao otica

|20 - 233% (c= 0,1 cicty)

Bspectro UV em ETOH (fig. 1)

Absorgao aromatica terminal,

Fig. 1. Espectro de absorgao no UV de scutianina H.
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Espectro IV (KBr) (fig. 2)
1

3600 cm & {(OH), 3280 (N-H), 2800 (N"CH3), 1650 (C=0), 1625

(C=C), 1250 (Fenol-éter).

Fspectro de RMN de ‘' a4 100 nuz (CDC13) (fig. 6)

§ {(ppm): 0,74-0,98 (9 H , m); 1,22 (3H, d, 7 = 8 Hz); 2,0 (6H,

a),

Espectro de BRMN de lH a 100 MHz (Pi-d5l (fig. 7)

§ (ppm): 0,84 (3H, £, j = 6 Hz); 0,94 (3H, 4, § = 6 Hz); 1,20

{(3H, d, j = 8Hz); 1,28 (3H, &, j = 6 Hz); 2,32 ({(6H, s).

Espectro de RMN de lH a 400 MHz (CDC13) (£ig. 8)
Espectro de RMN de lH a 400 MHz (CDCl3 + ng} (fig. 9)
1

Espectros de RMN de "H a 400 MHz (CDCI3 + @203 com dupla irra

diacao a:
§ {ppm}: 2,0 (fig. 10); 1,8 (fig. 11); 1,26 (fig. ;2); 1,52
(fig. 13); 4,93 (fig. 14}).-

Espectro de massa de alta resolugao

Calculado para C31H42N405 550,31550, cobservado 550,3184.

Espectro de massa de baixa resoluczo (70 eV) (fig. 3)

m/e 550 (MT), 535, 507, 483, 444, 401, 394, 353, 342, 331,
329, 190, 175, 120, 114 (100%), 107, 106, 105, 97, 85, 77.

Espectro MIKES (fig. 75)

Hidrogenacao catalltica (30

Piidroscutianina H(45)

20 mg de Scutianina H em 12 ml de metanol foram hidrogenadas
a temperatura ambiente em presenca de P3/C a 10% (12 mg) em atmos-
fera de hidrogénio até pressao constante (7 h). O produto hidroge

nado de Rf 0,32 no sistema de solvente 1, foi filtrade através de
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Fig. 3. Espectro de massa de Scutianina H.

uma camada de celite e o solvente evaporado a pressao reduzida, re

sultando um produto‘cristalino, que recristalizado de acetona apre
sentou—-se homogéneo em CCD (sistemas de solvente 1, 7 e 8). PE =
276-277°.

Espectro de massa (70 eV} (fig. 4)

m/e 552 (MY), 495, 446, 403, 344, 333, 192, 175, 137, 114
(100%), 107, 106, 105, 97, 85, 77.
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Fig. 4. Espectro de massa de diildroscutianina H#,

Oxida@.’gwa)

Oxodiidroscutianina H(46)

‘

10 mg de diidroscutianina H foram oxidadas na presenga de

0,03 ml de agente oxidante (27,6 g de Cr0O, & 23 ml de H.S0, em 100

3 2774
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ml de agua) em 3,40 ml de acetona. A reagﬁo foi deixada a témpew
ratura ambiente por 10 minutos. Adicicnou-se Agua a mistura e a-
monia até pH basico.

-0 produto de oxidagao foi extraldo com Bter | exaustivamente.
0 extrato etéreo foi lavado com dgua, séco com sulfato de.éédio, e
evaporado a pressao reduzida. 0 solido resultante, oxodiidroscu-
tianina H, de Rf (0,35 no sistema de ?olvente i, fbi recristalizado
de acetona e apresentou-se homogéned'em CCD (sistema de solventes

1, 7 e 8). PF = 288-290°,

Espectro de massa (70 eV) (fig. 5)

m/e 550 (Mf}y 535, 521, 507, 493, 446, 353, 218, 195, 190,
175, 155, 135, 114 (100%), 107, 105, 97, 85, 77.

Hidrdlise Acida(30)

Una suspensao de diidroscutianina H (10 mg) em HCl 68 (5 ml)
em um tuboe pirex selado a vacuo, foi aquecida a 110° durante 24 ho
ras. A solugao fol evaporada a pressido reduzida, resultando 8 ng

do produto hidrolizado.

Identificacao de P-tiramina

Uma parte do residuo hidrolisado foi dissolvida em agua e cro

matografada em papel Whatman no 1, previamente tratado de acordo

com Mo Farren(79)

; usando tampao de pH = 4,0 (15,42 ml de uma solu
¢80 0,067 M de fosfato dissddico e 12,92 ml de uma solugdo 0,067 M

de acido citrico) e desenvolvido de forma descendente com a fase

superior em n-butanol. MTampao de pH = 4,0. Como refer@ncias fo-

ram usados o, m, p-tiraminas, e como revelador acido diazobenzeno

sulfénico(eo), identificando-se desta maneira p-tiramina como uni=-
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Fig. 5. Espectro de massa de oxodiidroscutianina H.

dade estirilamina.

Scutianina I(48)

As fragoes 13 a 15 (30 mg) resultaram em um produto cristali-
no (30 mg) de Rf 0,56, no sistema de solvente 1. Foi recristaliza

do de clorofdormio~&ter e apresentou-se homogéneo em CCD (10 siste-
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mas de sclventes). PF = 215,2-216,5. Com o mesno fez~gse as ga~
guintes determinagoes:

Rotacao Otica

20
D

Egspectro UV em EtOH (fig. 15)

jol ~ 266 (C = 0,1, CHCL,)

Absor¢ao aromitica terminal.

Fig. 15. Espectro de absorgao no UV de scutianina I.

Espectro IV (kBr) (f£ig. 16)
1

3300 cm — (NH), 2800 (N-CH,), 1650 (C=0), 1625 (C=C), 1250

(Fenol=-eter).

Espectro de RMN de lH a 100 MHz (CDClB) (fig. 17)

{(ppm): 0,95 (3H, 4, 4 = 6 Hz); 1,2 (34, 4, 3 6 Hz); 2,1
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{61, s).

Espectro de massa (70 eV) (fig. 18)

m/e 584 {MT), 493, 478, 435, 387, 342, 190, 148 (100%), 135,

120, 107, 1¢6, 105, 77.

IO S

&Q {ot
'

; S ot B cpn
(- R 1o oo : T i xiwe

3‘:0“’ R . oo gt T '.’ Tsop T o T g
-t

Fig. 18. Espectro de massa de Scutianina I.

scutianina B(37)

—

As fragoes 6 a 10 (50 mg) resultaram em um solido de Rf 0,70

no sistema de solvente 1. Foi recristalizado de clorofdrmio-hexa-
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no resultando em 40 mg de um produto cristalino de PF = 248°, A
estrutura do alcaldide foi alucidada por comparagao em CCD com uma
amostra auténtica de PP = 235“2360(38).

Rotacao Otica

2
@20 - 290° (¢ = 0,1, cHaly)
Espectro IV (KBr) {(fig. 19)
3250 em”+ (N-H), 2780 (N-CH

3),.}680 (CWO);‘IEZO {(C=C}, 1230
(Fenol~éter). ; '

Eépectro de massa (fig. 20)

m/e 477, 404, 337, 190, 148 (100%), 135, 120, 91.

Scutianina C{38)

As fragoes 16~17 fl40 mg) da coluna cromatografica apresenta-
ram uma mistura de dois alcaldides de Rf muito proximo. A Sépara—
gao por meio de placa preparaﬁiva resultou em 70 mg de um alcaldi-
de de RE 0,65 (sistema de.solvente 1), que foi recristalizado de
cloroférmio-éter. PF = 263-265°,

A comparagao em CCD com uma amostra auténtica de PF = 255-

o(12)

256 ;, associado com os meétodos fisicos usuais, confirmou o al-

caldoide como sendo Scutianina C.

Rotacao Otica

«]29 - 182° (c = 0,1, cucly)

Espectro UV em EtOH (fig. 21)

aAbsorgdo aromdtica terminal.

Espectro IV (KBr) (fig. 22)

3260 em * (N-H), 2780 (N-CH,), 1640 (C=0), 1250 (Fenol-Eter).

Espectro de massa {70 eV) (fig. 23)

m/e 534 (M?), 477, 419, 378, 308, 244, 216, 195, 190, 167,

161, 145, 120, 114 (100%3), 97, 85.
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Fig. 20 Espectro de massa de Scutianina B.
Espectro de MIKES (fig. 74)
Scutianina D(39)
As fragoes 19~20 (350 mg) eram Fformadas de um solido de Rf

0,37, no sistema de solvente 1, que recristalizado de clorofdrmio-
éter resultou um produto cristalino (340 mg) homogéneo em CCD (sis

temas de solvente 1, 2, 6, 7 e 8). .PF = 217~2180C. A comparagéo
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TTTE

Fig. 21. BEspectro de absorgdo no UV de Scutianina C.

, -~ . . .
em CCD com uma amostra auténtica de PF = 202-204 L(BS), associada
com os métodos fisicos relacionados, confirmou o alcaldide cono
sendo Scubtianina D.

Poder rotatdrio

lalp”

Espectro de UV em EtOH (fig. 24)

1369 (¢ = 0,1, CHClBL

Absorgao aromidtica terminal.

Esvectro IV (KBr) (fig., 25)
l .

3600 cm ~ (OH), 3285 (N-H), 2795 (N-CH,), 1650 (C=0), 1625

(C=C), 1250 (Fenol-éter).
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Espectro de RMN de lH a 100 MHz (CDClBL (£ig. 26)

6 {(ppm): 0,98 (3H, &, J = 6 Hz); 1,24 (3H, 4, J = 6 Hz); 2,23

(6H, s).

Espectro de RMN de 13¢ (CDCl3L (fig. 65)

3

¢ (ppm) lspz CH: 120,7; 121,2; 122,4; 125,0; 126,0; 126,4;

127,9; 128,2; 129,6; 130,7.
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Fig. 24. Espectro de absorgao no UV de Scutianina D.

Espectro de massa (70 eV) (fig. 27)

m/e 584 (M*), 493, 478, 387, 353, 190, 148 (lo0%), 135, 120,

107, 106, 105. 97, 91, 77.

Scutianina E{41)

A jungao das'fragaes 25 a 29,'ée mesmos Rf, resultou em um O~
leo amarelado (400 my), qgue cristalizado e recristalizado de eta-
nol-agua deu um produto (390 mg) de Rf 0,25 no sistema de solvente
l. PF = 110—110,20. Apresentou~se homogéneo em CCD (sistemas de

solventes 1, 2, 6, 7 e 8).
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Fig. 27. Espectro de massa de Scutianina D,

A andlise dos métodos fisicos, abaixo relacionados, permitiu

identificar o alcaldide como Scutianina E.

Rotacao Otica’

iﬁnZO
Ip

Espectro UV em EtOH (fig. 28)

- 21 (€ = 0,1, HCC13)

Bspectro IV (KBr) (fig. 29)
3280 em T(N-H); 2800 (M-CH,); 1650(C=0); 1625(C=C); 1250 ( fenol-

ater).
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Fig. 28. FEspectro de absorg¢ao no UV de Scutianina E,

Espectro de RMN de TH a 100 MHz em cpel, (Fig, 30)

§ (ppm): 1,11 (6H, 4, J = 6Hz); 2,34 (6H, s).
13

Espectro de RMN de C em CDCLl, (fig, 66)

3
§ (ppm) tspziCH: 121,0; 122,5; 123,1; 125,2; 126,2; 127,7;

i
128,L; 128,2; 129,2; 130,0; 131,1.

Espectro de massa (70 eV) (fig. 31)

m/e 584 (M?), 493, 478, 387, 353, 190, 148 (100%), 135, 120,
107, 106, 105, 77.
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Fig. 31. Espectro de massa de Scutianina E.

Acetilagéo(lv)

¥

A 150 mg de scutianina D (39) juntou-se 18 ml de piridina e

18 ml de anidrido acético. Deixou-se 24 horas em repouso a tempe-

ratura ambiente. Apds a reacgdo ter-se completado, o que se veri-
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ficou por CCD, adicionou-se 30 ml de agua e © nroduto acetilado
foi extraldo exaustivamente com éter, A solugdo etérea foi Lavada
com adgua (2 x 20 ml) e séca sobre sulfato de sddio. A piridina e
o acido acético.r@siduaig foram eliminades por sucessivas adigoes
e evaporacces de etanol a vacuo.

0 residuo resultante (112 mg) de RE 0,45 no sistema de solven
te 1, foi recristalizado de etanol-Zgua e apresentou-se homogéneo
em CCD (sistemas de solventes 1, b6, ? @ 8)., PF = 236O.

Poder rotatdrio
2 ‘,
0120 - 163 (¢ = 0,1, cucl,)

Espectro_de IV (KBr) (fig. 32}
1

3320 em — (N-H), 2780 {N“CH3), 1750 (acetato), 1650 (C=0),

1620 (C=C), 1230 (fenol—éter).

Espectro de RMN de 3"3(2 em CDCl., (fig. 67)

3
CH: 118,9; 121,4; 122,6; 124,9; 126,4; 128,4;

§ (ppm) ]spz
129,0; 129,8.

O-acetil gcutianina E(gg)

150 mg de scutianina E (éi) foram acetilados nas mesmas con-
di¢des descritas anteriormente. O produto acetilacdo, crigtalino
{105 mg), de REf 0,35 no sistema de solvente 1, foi recristalizado
de etancl-agua e apresentou-se homogéneo em CCD (sistemas de sol-
ventes 1L, 2, 6, 7 & 8). PF = 105°., .

Rotacao oOtica

20
lalg 5) -

Fspectro de RMN de 130 em CDC:l3 (fig. ©€8)

+ 57,9 (C = 0,1, CHCL

§ (ppm) Sp2| CH: 119,4; 121,5; 123,0; 125,2; 126,8; 127,8;

128,3; 129,2; 130,0; 13%L,1.
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Espectro de massa (70 VY {fig. 33)

n/e 626 (M), 583, 567, 535, 475, 190, 148 (100%), 135, 120,

107, 97, 91, 717,

]
[
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Fig. 33. Egpectro de magsa de O—acetil scutianina E,
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Soutianeno C(40)

As fragoes 31-32 resultaram em um composto cristalino (65 mg)
de RF 0,19 ne sistema de solvente 1., ol recristalizado de eta-
nol-igua e apresentou~-se homogéneo em CCD (sistemas de solventes 1,
3 e 8). PF = 236,2-237,1°, A comparacdo com wna amostra auténti-

a(lB)

C confirmou o composto como sendo Scutianeno C (40).

Fspectro de UV em RtOH (fig. 34)

A max. 207 nm {(log ¢ 4,7); 218 (4,68); 223 (4,54); 2,380 {4,66)

Eswectro de IV (KBr) (fig. 35)

3380 cm ¥, 3350, 3300, 1640.

- i T 1
LG e v e S e :WDO [IEYEEE]
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Reacao de degradacad de Hoffmann de Scutianina B

5 mg de Scutianina B {ﬂ&) foram digsolvidas em 5 ml de aceto-
na. Adicionou~se 0,1 ml de iodeto de metila e acqueceu-se a tompe-
ratura de refluxo durante 4 horas. Apds este tempo, a solugdo foi
resfriada, o solvente evaporado a pressio reduzida e o residuo re-
sultante foi dissolvido em metanol-agua (1:1) (2,5 wml) gendo trang
ferido para uma coluna de resina de troca ionica Amberlite Ira-400,

(67)

tratada segundo a literatura - A coluna foi eluida com uma misg

tura de metanol-agua (l:1) e as fracoes coletadas (4 x 1 ml) foram
juntadas, concentradas a pressao reduzida {(~1 ml) e a sequir manti
das em banho a 80°, durante trds horas. O produte fol resfriado e

-

extraido com éter (2 x 3 ml). Os extratos etéreos foram evapora-

b2

dos a pressao reduzida. O residuo resultante (4,5 mg) foi cromato

+

grafado em CCD juntamente com Scutianeno ¢, revelando-se desta ma-

neira que evam diferentes.

Espectro UV em EtCH (fig., 36) - >

5.2. Discaria febrifuga Mart: Isolamento dos alcaldides da casca da

ralz.

5. 2.1. Materiais e Metodos

Foram os mesmos ja mencionados para o estudo da S. buxifolia,

5. 2.2, Tsolamento

Coleta: A casca da ralz da E.lﬁgggigggé Mart foi igualmente
colaetada pessoalmente, no municipio de Santana do Livramento, RS,
durante o més de julho de 1976.

Extracao: O material séco rendeu 1200 g, que sofrendo o mesmo

natodo de extragdo descrito para S. buxifolia, resultou em 330 g



141

(27%) de extrato bruto.
O processamento de extrato bruto, <conforme o esquema 9 apre=

sentado anteriormente, resultou em 1,570 g de um sdlido branco,

constituido por cinco bases principails, reveladas com reativo de

Dragnendorff.

5. 2.3, Isolamento de alcaldides

Neste caso, usamos igualmente cromatografia em coluna para se
parar os alcaldides, utilizando~se como suporte silica H, e o mes~
mo sistema eluente descrito para S. buxifolia.

As frag¢Oes, em nimero de 45, coletadas da coluna cromatogri-

fica, estao reclacionadas na tabela XV.

Espectro de absorgao no UV do produto da reagdo

Fig. 36.
de Hoffmann de Scutianina E.
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cromatografia do material contendo alcaldides (1,570 g).

Sigtema Fragoes

Fragoes eluente - combinadas Alcaloides Peso (g)
1-5 clorofdrmio 1-5 C- 0,120
6-1.0 DG—IO 0,30
620 - gloroformio- - '
' metanol 0,5% | DGMLO o
11-20 D 0,110
-y
- ' Y
2130 cloroformio- 2123 Discarina X 0,120
metanol 1% -
24-30 Discarina X 6,160
31-34 cloroformio- 31-34 D 0,105
metanol 2% v e
35-38 géiiggirgiOM 35-38 Discarina B 0,085
39-40 cloroformio- 39-40 D 0,040
metanol 5% : Z !
41~45 acetona 4145 - ' 0,350

Total: 1,400

5a,Alcaldides peptidicos

Discarina X

As fragoes 24-30 (160 ng) constituiram-se de um sdlido crista
lino de Rf 0,63 no sistema de solvente 1. Foil recristalizado de e
tanol—-agua, resultando em 150 mg de um produto homog@neo em CCD

(10 sistemas de solventes). PP = 228“229,50. Fez~se as seguintes

determinagoes:
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Rotacao otica

20
D

2259 (C = 0,1, CHCL,)

Espectro Uv em BtOH (fig, 37)

Absorgdo aromatica terminal.

Espectro IV (KBr) (fig. 38)

3270 em™ (¥-H), 2270 (NwCHs), 1640 (C=0), 1240 (fenol-éter)

Espectro de RMN delH a 100Mz en CDCl3 + CDBQQ (fig. 39}

§(ppm): 0,6 -~ 1,05 (15 H, m); 1,28 (3 H, d, 6Hz); 2,28 (6 H,s)

Fspectro_de RMN de °C em CDCL, + CD.OD (fig. 69)

3
S(ppm) /sp°/CH: 122,3; 122,83 125,55 128,85 130,55 131,5,

Fsopectro de massa (70 eV) (fig. 40)

m/e 550 (MT); uss, 274, 210, 196,182, 135, 114 (100%), 97, 86,72.

Fipg. 37. Espectro de absorgdoc no UV de discarina X.
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Discarina B(52)
As Eragoes 35-38 (85 my) eram constituidas por um sé6lido de

REL 0,36 no sistema de gsolvente 1. Fol recristalizado com clorofég

mio-éter e apresentou~se homogéneo em CCD (sistemas de solventes 1,
- N o

4, 5 e B8). PF = 238-240",

{30)

A comparagao em CCD com uma amostra auténiica cenfirmou o

alcaloide como Discarina B (52).

: L
A ST RN v |
I e R
| t : :
: ! e .
{ i {RENTE
4 1 i
K ' ! o
{ t o
Lot Lo
] , o .
CLoes . RS ' .
o SR SR 240 '
24

I'ig, 40. Espectro de massa de discarina X,



Rotagao Otica

o] 20 = -172,8 (c

i

0,1, CHC13)

tOH (fig. 41)

e

Espectro de UV em
A max 226 nm (log ¢ 4,75); 272 (4,43); 281 (4,@2); 288 (4,34).

bepectro IV {XBr) (fig. 42)

3280 en b (W-H), 2780 (N-CH,), 1640 (C=0), 1240 (fenol-3ter).

Tepectro de mMHE S 8a (20 aV) {(fig, 43)
n/e 573 (M), 114 (100%).

Alcaloide D_

PF = 297-298°,

Fig. 41. Espectro de absorgao no UV de discarina B.
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Despectro de massa (20 eV) (fig. 44)

m/e 195, 190, 148 (100%).

Alcalo;de Dwv

PP = 225-2279,

Bapectro de massa (20 eV} (fig. 45)

.l.‘)

m/e 568 (M), 114 (100%).,

Alcaloide D?

PF = 160-162°.

Espactro de massa (20 eV) (fig. 46)

m/e 534 (M'], 520, 499, 485, 477, 190, 135, 114 (100%), 100,

86, 72
rereceniscAarNA-g ~2P 0 WO K76
" 3 TEMPERATURA DA AMOSTRA=Z1CC
1aga i
— (L =0
i
!1|
» I
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Fig. 43. Ispectro de massa de discarina B.
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5.3, Sintescs de Substincias de Referéneias

N-N-dimetil aminoacidosg

Os dervivados N-N-dimetilados de leucina, isoleucina, nor-leu~

cina e fenilalanina foram preparados de acordo c¢om o procedimento
. (81

de Dowman e btrcud( ).

0 aminoacido (18) fol suspenso em uma mistura de metanol-agua

(1:1) (50 ml), solucdo de formaldeido a 373 (5 ml) e nidrogenado a
4

pressao normal em temperatura ambiente, na presenca de Pd/C a 10%
{500 mg) até consumo constante de hidrogénio {3 a 7 horas). Por
filtragao através de uma camada de celite, 3 pressao reduzida, ob-
teve-se um residuo, com forte cheiro de formaldeildo que foi elimi~
nado por sucessivas adigoes e evaporagoes de agua. O preduto N-N-

dimetilado fol recristalizado em solvente adequado.

N-M-dimetil~I-isoleucina

1

A partir de isoleucina (250 mg} obteve-se o derivado corres-—

pondente, que recristalizado de stanol, deu PF = 168~169°.

1

Espectliro de RMN de “H {60 MHz) em DZQ (Eig. 47)

§ ppm: 0,80~1,10 (8H, t.d., hidrogénios de C§ e y')y; 1,18~
1,64 (24, m, metileno v); 1,8~2,32 (1H, m, hidrogénio do C g);

3,85 (6H, s, N-metilas); 3,45 (1H; d, J = 4,5 Hz), hidrogénio do

Espectro de massa (20 eV) (fig. 48)

Mt 159,

Espectro de MIKES (fig. 73a)
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N-N-dimetil L-leucina

A partir de Leleucina {200 mg) obteve-se o derivado corvrespon

dente (150 mg), que recristalizado de etancl-acetona, deu P = 1979

Espectro de RMN de lH (60 Mz} em D,O (f£ig. 49)

§ ppm: 0,9-1,05 (6H, d.d., metilas de C§ e Cg'ys: 1,65-1,9 (34,
m, hidrogénios de Co e CR); 2,9 (6H, N-metilas); 3,5-3,8 (1lH, m,
hidrogénios do Ca).

Espectro de massa (20 ev) (fig. 50)

MY 159,

Espectro de MIKES (fig. 73b}).

N-N~dimetil nor-leucina

A paritir de nor-leucina (100 mg) obteve-se © correspondente

derivado, que recristalizado de etancl-acetona-~&ter, deu PF = 165,6~

¥ V‘T“""T RUSEFR A Ee i A

H
I
l
{
i
{
Fig. 47. Espectro de RMN de H a 60 Miz de

N-=N-dimetil-L-isoleucina em DZO‘
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Espectro de RMN de 1

H a 60 MHz de
N-N-dimetil Le=leucina em DzO.

Espectro de RMN de lH a 60 MHz de

N-N~dimetil nor-leucina em CDCl3.



""'16713.:

Espectro de RMN de lH (60“%ﬁz) ern CDCL, {(£ig. 51)

3
§ ppm: 0,95 (3H, t nao resolvido, metila do CA); L,2-1,6 (61,

m, metilenos 8, v, 8); 2,95 (64, s, N-metilas); 3,5 (1H, hidrogé~

nio do Cal}.

Espectro de massa {fig. 52)
M- 159,

Espectro de MIKES (f£ig. 73b)

N =N~dimetil-D-I~fenilalanina

A partir de D-L-fenil alanina obteve-se o correspondente de-
rivado (650 mg}, gue cristalizado de etancl-acetona, deu PP = 218~
219°.

EBspectro de IV (KBr) (fig. 53)
1

2780 cm (M-CH,); 1630 {carboxilato); 1550 {aromitico).

Espectro de RMN de Ly (60 MHz) emn D,O (fig. 54)

§ ppmi 2,9 (6H, s, N-metilas); 2,94-3,28 (2H, m, metileno};
3,55-3,88 (1H, d.d., hidrogénio do Ca); 7,28 (5H, s, hidrogénios a

romaticos).

N-N-dimetil~D~L~fenilalanina metil éster

A esterifica¢ao de N-N-dimetil-D-L~fenilalanina (250 mg) foi
efetuada em presenga de excesso de diazometano, a temperatura am-

(82)

biente por 8 horas 0 produto oleoso resultante fol purifica-

do em coluna cromatografica, usando como suporte silica H e eluen-—
te hexano-aéter a 50%. O O0leo incolor resultante (220 mg) apresen-

tou~se homogéneo em C.D.D. (dois sistemas de solventes: hexano-~é-

ter (50%) e benzeno-acetato de etila (20%)}).

[
B
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Fospectro de IV (filme) (fig, 55)

27860 cmmz (NWCH3); 1750 (2ster); 1500 (aromatico).

Fegpectro de RMN de 3‘H (60 MHz) em CDC13 {fig. 56)

§ ppm: 2,2 (601, s, N-metilas); 2,8-3,5 (3H, m); 3,55 (3H, s,
PE

metoxila); 7,35 (5H, s, hidrogénios aromaticos).

bspectro de RMN de 13C anm CDC13 (f£ig. 70)

Fig. 54. Espectro de RMN de iﬂ a 60 MHz de

N=N-dimetil fenilalanina em DZO

r -
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Tentativas de sintese de R-fenilserina metil &ster

la. tentativa

(63}

Esterificacac com sulfito de metila

Aproximadamente 100 mg de 58 (mistura eritro-treo, com maior

proporgac de treo, de acordo com os dados de RMN de iH (£ig. 57)
{86) e TR .

foram dissolvidos em 20 ml de me-

encontrados na literatura
tanol anidro saturado com dcido cloridrico gasosc. A esta solugao:
adicionou~se 1,5 ml de sulfito de metila, agquecendo~se em banho de
Sleo a 100° durante uma hora. O solvente foi eliminado & pressao
raeduzida, € o residuo}seco em dessecador.

0O ligquido amarelo obtido, 85 mg, foi dissolvido em 5 ml de a-
gua, que apds resfriamento em banho de gelo e agua, fol adicionado
de 20 ml de éter etilico e hidrdxido de sddio (~ 2N) até pH = 7.0.
Saturou-se a solugdo atée formar uma pasta com carbonato de sbdio.
A camada eterea foi decantada, e a fase aguosa foil extralda exaus-
tivamente com éter. 0Os extratos cetéreos reunidos foram secados S50
bre sulfato de sodio anidro e evaporados a pressao reduzida. Re=
sultou em um residuo amarelo oleoso, constituido de mistura de pro
dutos, de Rf muito proximos, dificeis de serem separvados por meto-
dos cromatograficos (colunas cromatograficas e placas  prepavati-

vas) .

Z2a. rtentativa

Esterificacac com diazometano

Cerca de 1 g de 58 foi suspensa em mistura de netanol—-&ter

(1:1) e adicionada de excesso de diazometanc, permanecendo em con-



tato a temperatura ambisnte durante 4 horas. O

rado e, o residuo oleoso resultante

tae)

tituido de vArias substincias de RF muito proximos. Tentativas

separacao destes compostos por métodos cromatograticos
E & . .

matogrifica e placas preparativas) nao deram bons resultados.

uma das placas preparativas, em que foi aplicada

de da mistura, conseguiu-se isolar em peguenas proporgoes,

.
53

til-g-fenil serina metil éster 60 e N-agetil-f-fenil serina

éster 61l.

o

O-acetil-g~fenil serina metil @ster

Espectro de massa (20 eV) 58)

(fig.

Neacetil~g-fenil serina metil éaster

(20 eV) 59)

{fig.

Espectro de massa

mati

160

solvente fol evapo

(850 mg), por C.C.D. era cons-

de
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Espectro de RMN de 1
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Fig. 57. H a 60 MHz de
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Tentativas de sintegse de O-N-diacebil-—f-

fenil serina metil éster (63).

ia. tentativa

Dissolveu-se 320 mg de 58, em pirvidina e anidro acético (0,8
nl de cada). A reagao foi completada em 15 minutos (acompanhando=-
se o desenvolvimento por C.C.D.), a temperatura ambiente e em se-
guida diluida com Agua. A solugao foi extraida com éter e a fase
organica lavada com acido cloridrico (7%) até pH = 3.0, neutralizg‘
da com bicarbonato de sddio (10%) e secada com sulfato'de sodio. O.
solvente foi evaporado & pressaoc reduzidé, resultando 225 mg de um
produ%o amarelo cristalino, homogéneo em C.C.D. fhexanco—acetato de

etila 20% e hexano-éter 50%), com PF = 134~145°,

5
Tapectro de RMN de 1H (60 MHz) em CDC13 (fig. 60).

§ ppm: 2,4 (3H, s); 7,15 (1H, s); 7,4 (3H, m); 8,1 (2H, m).

Espectro de massa (20 eV} (fig. 61)

ut 187.

2a., tentativa

A mistura contendo os produtos 60 e 61 foil dissolvida em piri
dina e anidrido aceético {1,5 ml de Cada), e deixou~se em repouso a
temperatura ambiente durante 24 horas. A piridina e o anidrido a-
cético residuais foram eliminados por sucessivas evaporag&es de e-
tanol a gquente. O 6leo amarelado, 835 mg, resultante foi déixado
em repouso durante 4 horas, a frio, em presenga de mistura cloro-
formio~eter. Désta maneira precipitou um produto cristalino inco-
lor (120 mg), que foi lavado com éter e secaéo a pressac reduzida,

apresentou-se homogéneo em C.C.D. (hexanc—acetato de etila (8:2);
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Gtor-acetabo de ebila (9:1)), com PP = 2459,

Bapectro de TV (EBr) {(fig. 62)

3280 mel (N-H); 1760 (acetato}: 1750 (acetato); 1680 (éster).

Fespectro de RMN de Ly (60 MHz) em (;‘.‘DCLL,‘3 (fig; 63}

6 ppm: 1,9 (3H, s); 2,15 (34, s); 3,6 (3H, s); 5,1 {(2H, n);

6,2 (1, d); 7,3 (5H, s).

 Bspectyo de RMN de L3a {(fig. 71)

Bspectro de massa (20 eV) (fig. 64)
Mt 279.
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£ CONCTUSRD

A casca do tronco de Scutia buxifolia Reiss o a casca dla

raiz de Discaria Ffebrifuga Mart apregentaram alcaldides peyxben -

centes a un grupoe de subst@ncias naturails denominadas "alocaldi -~
des ciclopeptidicos®.

Através de mbtodos espectroscdpicos usuais como uv, Iv, IM
a RMN de lH, o, em alguns casos, pela wmmparagé& direta com uma
amostra autantica, foi possivel ideﬁtificar os geguintes alcaldl
des: scutianinas B, €, D, B e discarina B, todos conhecidos, e
tres alealdides ingditos: scutianinas H, I e discarina X.

A determinacio da estrutura da scutianina H foi feita pela
aplicacao de espectrometria de massa de baixa e alta resolugao ,
RMN de 1ﬁ a 100Miz e mitodos de degradacao, como hidrdlise acida,

vela utilizacdo de mé&todos especials, como RMN de lH a 400
MHz com dupla irradiagio e Espectros de Energia Cinetica dos
fons Analisados por Massa (MIKES), foi possivel confirmar a uni-
dade N-N-dimetil aminofcido como sendo N-N-dimetil isoleucina,

O espectro de massa de baixa resolugao de scutianina I apre
sentou uma fragmentagao semelhante a dos alcaléides; previamente
isolados, scutianinas D, B e G, porém diferenciava-se nas suas
constantes Fisicas (PF, rotacao Otica, Rf em CCD), sugerindo ag
sim, ser um novo diastereoisdmero.

Discarina X, isolada de Discaria febrifuga Mart, teve sua

estrutura estabelecida pela analise de sua fragmentagao em esped

. : . - . 1
trometria de massa de baixa resolugao associada com RMN de "H a

100MHz e RMNM de 13C.

Embora a estrutura proposta para a discarina X fosse a nes

ma da franganina, alcaldide isolado de Rhamnus frangula pelo gru

po de R.Tschesche (23, 31) , suas constantes fisicas (PF, rota -




EAQAO Stica) foram apreciavelmente diferentes. A sossibilidade de
confirmacao de estes serem diastereoisdmercs 50 seria possivel a-
traves de uma constatagao direta de ambos os alcaloides, p@rém,ig
felizmente, nao pudemos concrebizar isto.

13,

¢ de discarina X Juntamente con

Pela analise de RMN de
[y R ml. 1'! iy X » & . »
RMN de "H a 100MHz coenfirmou-se a unidade B-hidroxileucina, € 3e€
estabeleceu sua configuragac como sendo L~apitro.

Seutianinas D e E foram os alecaloides encontrados em mailor

proporgao na casca do tronco de Seutia buxifelia. Em um estudo de

)
G

13 . . “ . . .- ,
RMN de C destes dois alcaloldes diastereolsomericos, bem  COmO

de seus respectivos acetatos, fol possivel obsepvar uma clara di
ferencga nos valores de § dos carbonos B; e também um diferente AS
entre os metilas do residuo hidroxileucina permitinde atribuir a
configuracio L-eritro a esta unidade em outrés alcaldides descri-

+08 na literatura.
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