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RESUMO

PINTO, Bryan Nickson Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2022.
Identificacao de novas moléculas organicas pelo uso combinado de experimentos de RMN
e calculos computacionais de DFT. Orientador: Elson Santiago de Alvarenga. Coorientador:
Antdnio Jacinto Demuner.

A elucidacdo da estrutura de um produto natural inédito é o primeiro passo para
compreendermos as suas propriedades fisico-quimicas e suas aplicagdes, seja enquanto
agroquimico ou farmaco. Esse processo, muitas vezes, ¢ moroso, sobretudo em moléculas com
alta complexidade e, geralmente, requer o uso combinado de vdrias técnicas. A espectroscopia
de RMN ¢ a principal técnica utilizada na elucidacao estrutural de produtos naturais, devido a
sua viabilidade e a qualidade dos dados obtidos, porém, € comum encontrarmos situagdes de
moléculas complexas, nas quais a interpretacio dos espectros de RMN € ardua. Nos tltimos 15
anos, os célculos computacionais de DFT se tornaram uma ferramenta popular, em conjunto
com os dados experimentais de RMN, para auxiliar a elucidagdo estrutural de novas moléculas
organicas. Métodos estatisticos — como o0 MAE, CMAE e, sobretudo, o DP4 — sdo utilizados
para avaliar a qualidade do ajuste entre os dados experimentais e calculados, a fim de confirmar
se a metodologia foi realizada de forma correta. Esse trabalho descreve detalhadamente a
elucidacio estrutural de quatro moléculas utilizando dados experimentais de espectros de RMN
('H, '*C, COSY, NOESY, HSQC, HMBC) e outras técnicas (massas, IV, VCD), aliados a
célculos computacionais de DFT. Uma das moléculas estudadas tem origem sintética da reacdo
de Diels-Alder, enquanto as demais sd@o produtos naturais extraidos das plantas Crotalaria
retusa L. e Conchocarpus mastigophorus (Rutaceae). As moléculas elucidadas nesse trabalho
foram: (rac-(3aR,4S,4aS,5R,8S,8aR,9R,9aS)-3a,9a-dicloro-3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octaidro-
4.,9:5,8-dimetanonafto[2,3-c]furan-1(3H)-ona); (3S*,4R",55",8a'R",13aR™)-3-hidroxi-3,4,5-
trimetil-4,5,8,8a',10,12,13,13a-octahidro-2H-[ 1,6]dioxacicloundecino[2,3,4- gh]pirrolizina-

2,6(3H)-diona;  3S5-(-)-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona; 1,3,6-triidroxi-2,4,5-trimetoxi-10-
metilacridin-9(10H)-ona. A qualidade do ajuste foi verificada pela anélise estatistica DP4, bem

como outras andlises mais simples, como o MAE e CMAE.

Palavras-chave: Crotalina. DFT. Diels-Alder. Identificagdo estrutural. RMN.



ABSTRACT

PINTO, Bryan Nickson Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2022.
Identification of novel organic compounds by the combined use of NMR experiments and
computational DFT calculations. Advisor: Elson Santiago de Alvarenga. Co-advisor: Antonio
Jacinto Demuner.

The structural elucidation of a novel natural product is the first step towards comprehending its
physicochemical properties and applications, whether as a drug or an agrochemical. Sometimes
this is an arduous task, particularly with molecules with higher complexity that requires the use
of several combined techniques. The NMR spectroscopy is the leading technique to structure
elucidation for natural products because it is widely available and provides high-quality data.
Unfortunately, it is quite common to find situations where the interpretation of NMR data of a
complex molecule is troublesome. In the last fifteen years, DFT calculations combined with
NMR spectroscopy have become a trendy tool to elucidate the chemical structure of new
organic compounds. Statistical methods, such as MAE, CMAE, and DP4, have been used to
evaluate the best-of-fit between experimental and theoretical data, to confirm that the
methodology was performed correctly. This work describes in detail the structure elucidation
of four molecules using experimental data from NMR spectra (‘H, *C, COSY, NOESY, HSQC,
HMBC) and other techniques (IR, VCD, GC-MS), combined with DFT calculations. One of
the molecules studied has a synthetic origin from the Diels-Alder reaction, while the other three
are natural products extracted from the plats Crotalaria retusa L. and Conchocarpus
mastigophorus (Rutaceae). The molecules elucidated in this work were: rac-
(3aR,4S,4aS,5R,8S,8aR,9R, 9aS)-3a,9a-dichloro-3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octahydro-4,9:5,8-
dimethanonaphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one; (3S"4R",55",8a'R",13aR")-3-hydroxy-3,4,5-
trimethyl-4,5 ,8,8a',10,12,13,1 3a-octahydro-2H-[1,6]dioxacycloundecino[2,3,4-
ghlpyrrolizine-2,6(3H)-dione; (3S5)-(-)-3-hydroxy-1-methylpiperidin-2-one; 1,3,6-trihydroxy-
2,4,5-trimethoxy-10-methylacridin-9(10H)-one. The best-of-fit of the data was examined with
DP4 statistical analysis, as well with other simpler methods, such as MAE and CMAE.

Keywords: Crotalina. DFT. Diels-Alder. Structural elucidation. NMR.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Identificacido de moléculas organicas

Muitos grupos de pesquisa ao redor do mundo se empenham na busca por novas
moléculas bioativas, a serem aplicadas tanto na drea da medicina quanto na da agronomia.
Nesse sentido, uma expressiva parte da sintese de novos farmacos e agroquimicos estd
amparada nos produtos naturais, seja para a sua utilizacdo direta, seja pelo seu uso como base
de inspiracdo para derivados com maior bioatividade. Um dos primeiros exemplos de sucesso
dessa estratégia foi a sintese do acido acetilsalicilico, em 1887, realizada por Felix Hoffmann,
posteriormente comercializada como Aspirina, pela Bayer, em 1889 (BIANCONI et al., 2020;
MONTINARI; MINELLI; DE CATERINA, 2019). Também podemos citar os antibidticos
mais utilizados no mundo - penicilina, estreptomicina e cefalosporina (Figura 1, pigina 18) -
como produtos naturais que hoje sdo sintetizados em larga escala pela industria farmacéutica
(LU et al., 2016).

Figura 1 - Moléculas de alguns antibidticos utilizados na medicina

HoN
o HO, HN— J—NH OHN
o 0 R HN M—NH,
S—fun 0 3 O NH
R— NH HOw ©.
HN N OH HO N / OHO 5
| 'H HO " OHO OH
o ° RIS 0=/~
Penicilina Cefalosporina Estreptomicina

Fonte: O autor.

Ap6s 1980, o niimero de produtos naturais que inspiraram novos farmacos ou defensivos
agricolas foi maior do que em qualquer outro periodo da histéria (NEWMAN; CRAGG, 2012),
demonstrando, assim, como a natureza continua sendo a principal fonte de referéncia para os
quimicos.

Atualmente, pos a pandemia de SARS-CoV-2 que assolou o mundo, a pesquisa de
moléculas, de origem natural ou sintética, capazes de combater esse coronavirus, tem
demonstrado um empenho sem precedentes por parte da comunidade cientifica (ANTONIO;
WIEDEMANN; VEIGA-JUNIOR, 2020; FAROOQ; NGAINI, 2021; GHOSH et al., 2021;
LEE et al., 2021; LIMA; BRITO; DA CRUZ NIZER, 2020; NARKHEDE et al., 2020;
ROVIELLO; ROVIELLO, 2021; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2021; WILLIAMSON;
KERIMI, 2020). Nesse contexto, o Brasil, enquanto pais com a maior biodiversidade no mundo

(CALIXTO, 2019), possui uma oportunidade impar para contribuir com o desenvolvimento de



19

novos produtos naturais para o combate a0 SARS-CoV-2 ou a outras doencas (NEWMAN;
CRAGG, 2020).

Apesar de o isolamento de produtos naturais pela ci€éncia moderna ja acontecer desde o
século XIX — como a morfina, descoberta em 1806 por Friedrich Serturner, ou a cafeina, em
1820, por Runge (CALIXTO, 2019) (Figura 2, pigina 19)— ainda hd casos de moléculas
oriundas da natureza, as quais tornam morosos os processos de isolamento, de purificacao e de
caraterizacao da estrutura molecular, mesmo utilizando os recursos disponiveis do século XXI.
Os dois principais fatores determinantes dessa dificuldade podem ser apontados como: a pouca
quantidade de amostra pura disponivel para a andlise e a complexidade estrutural, devido a
presenca de muitos centros quirais ou do grande niimero de &tomos na molécula. Técnicas como
a espectroscopia de infravermelho (IV) e a espectrometria de massas fornecem informacdes
uteis, mas que sozinhas ndo sdo suficientes para resolverem problemas complexos como esse,
enquanto a difracdo de raios X é extremamente eficaz para tais casos, porém a obtencao de
cristais de produtos naturais para a sua utilizacio nem sempre € uma realidade. Uma alternativa
para contornar as limitacdes das técnicas anteriores, em alguns cendrios, € o emprego da
espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN), uma vez que possui um saudavel
balanco entre o custo operacional, robustez dos resultados e facilidade de utilizagdo. Essa
técnica fornece trés dados bésicos: deslocamento quimico (d), constante de acoplamento (J) e
a intensidade relativa do sinal integrado (WILLOUGHBY; JANSMA; HOYE, 2014).
Entretanto, mesmo em face da robustez fornecida pelos aparelhos modernos de RMN de alta
resolucdo, complementados por outras técnicas de andlise, ainda existem contextos de
moléculas complexas, como de alguns produtos naturais, em que os dados nao sdo conclusivos
e levam a atribuic¢des erradas nos sinais no espectro de RMN.

Figura 2 - Estrutura molecular da morfina e cafeina

HO
~ i N/
X
. N 0~ 'N N
HO' |

Morfina Cafeina

Fonte: O autor.
Para solucionar esses casos, classicamente, havia duas estratégias: difracao de raios X
ou sintese total. A difracdo de raios X, ainda que forneca a informacao estrutural a nivel atdmico

e seja considerada a técnica mais confidvel para determinacdo estrutural molecular, ndo pode



20

ser utilizada nos casos em que ndao é possivel obter um monocristal do produto natural
(INOKUMA et al., 2013). A sintese total foi o processo mais utilizado pelos quimicos durante
os séculos XIX até a metade do século XX para a elucidag¢ao de produtos naturais. Porém, ainda
assim, € um processo extremamente custoso, o que, na maioria dos casos, inviabiliza a sua
aplicagcdo, além de estar sujeito a erros humanos de elucidagdo da estrutura (NICOLAOU;
SNYDER, 2005). Um cléssico exemplo € o da estrutura do colesterol, proposta em 1927, pelos
ganhadores do Nobel de quimica, Wieland e Windaus (Figura 3, pigina 20), que basearam sua
proposta de estrutura errOnea na sintese total dessa molécula (LUNDE, 1930). Contudo, é
importante ressaltar as intimeras contribui¢cdes da sintese total na elucidacdo de produtos
naturais, como para a quinina (WOODWARD; DOERING, 1945) e hemina (FISCHER;
ZEILE, 1929).

Figura 3 - Estrutura proposta para o colesterol por Wieland e Windaus versus a estrutura
correta do colesterol.

OH

Estrutura proposta por Estrutura Correta
Wieland ¢ Windaus

Fonte: O autor.

A literatura relata que exemplos nos quais a anélise da sintese total comparada a andlise
do produto natural ndo foi capaz de solucionar o problema, como no caso do hexaciclinol. Esse
composto foi isolado do cogumelo Panus rudis e sua estrutura foi proposta por Schlege e
colaboradores (Figura 4, Hex-1, pdgina 21) (2002). Com base no trabalho de Schlege, Clair
(2006) realizou a sintese total da estrutura proposta do hexaciclinol, todavia, os dados do
espectro de RMN obtidos por Clair ndo coincidiam com os dados do produto isolado por
Schlege. Foi, entdo, necessario um estudo de quimica computacional para elucidar, com base
nos dados de RMN de Schlege, qual era a real estrutura isolada. Rychnovsky (2006) realizou
um estudo de mecinica quantica computacional de deslocamentos quimicos de '*C e propos
uma nova estrutura para o hexaciclinol (Figura 4, Hex-2, pagina 21), que, posteriormente, foi

confirmada por outros estudos (PORCO et al., 2006; SAIELLI; BAGNO, 2009).



21

Figura 4 - Hexaciclinol e suas estruturas propostas.

Hex-1 Hex-2

Fonte: O autor.

Logo, a partir desse significativo exemplo, pode-se depreender como o desenvolvimento
da informdtica expandiu as fronteiras da ci€ncia, especialmente da quimica organica. Portanto,
o melhoramento dos recursos computacionais, tanto em hardware quanto em software, difundiu
e facilitou o uso de computadores na pesquisa cientifica. Programas voltados para a ciéncia —
como ACD/Labs, ChemBioDraw, MestreNova, Gaussian, Origin, Avogadro e Spartan — tém
acelerado a pesquisa em todo mundo (WILLOUGHBY; JANSMA; HOYE, 2014). Dessa
maneira, nota-se como a quimica computacional possui um importante papel nesse contexto e
pode ser usada para tratar diversos problemas, como: geometria molecular; energia de estados
de transicao de moléculas; reatividade quimica; interagdo entre substrato e enzima; calculo de
espectros de Infravermelho, Ultravioleta Visivel (UV/VIS), RMN; dentre outros (LEWARS,
2011).

Nesse interim, casos na ciéncia, como o hexaciclinol, demonstram como a quimica de
produtos naturais e a sintese organica podem ser beneficiadas pelas ferramentas da quimica
computacional, sobretudo daquelas que utilizam dados de RMN (GRIMBLAT; SAROTTI,
2016). Em tais ferramentas, o deslocamento quimico € o dado mais importante para que essas
sejam utilizadas. Apesar de softwares bem difundidos, como o ACD/Labs e ChemDraw,
oferecerem ferramentas de fécil utilizag@o para elucidacdo de moléculas organicas via dados de
RMN, tais softwares baseiam-se em bancos de dados empiricos e, para casos mais complexos,
ndo sdo capazes de suprir a necessidade do pesquisador. Desse modo, nem mesmo o programa
Mestre Nova (amplamente empregado para tratamento de espectros de RMN), utilizando um
método mais robusto do que o visto no ACD/Labs e ChemDraw, € suficiente na elucidagdo de

moléculas mais complexas (WILLOUGHBY; JANSMA; HOYE, 2014).
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1.2 A quimica computacional como ferramenta

Em 1925, a equacao de Schrodinger marca o inicio de um novo tempo na ciéncia: a
era da Mecanica Quantica. A partir de sua utilizacdo, € possivel determinar a fun¢ido de onda
de um sistema (seja um dtomo, uma molécula ou até mesmo uma enzima), a qual contém toda
a informac¢do necessdria para descrever seu estado. Entretanto, essa equacdo sé pode ser
resolvida de forma exata para sistemas como o de uma particula livre ou de 4tomos
hidrogendides, pois, para cada N particulas, é necessdrio 3N coordenadas para resolver a
equacao (MARQUES; BOTTI, 2006). Até com os supercomputadores da atualidade, €
praticamente impossivel resolver a equacao de Schrodinger sem lancar mao de aproximacdes,
tanto devido ao elevado tempo gasto para os cdlculos quanto ao custo para armazenar os
resultados. A titulo de exemplo, Marques e Botti (2006) relatam que Walter Kohn, ganhador
do prémio Nobel de Quimica, em 1998 (FREITAS, 1999), responsdvel pela teoria do
Funcional de Densidade (DFT do inglés Density Functional Theory), ilustrava que, para
armazenar os dados do resultado da equagdo de Schrodinger para um tinico 4tomo de nitrogénio,
seria necessaria uma unidade de armazenamento com 75,2 zetabytes, o que equivale a utilizar
1,6 x 10" unidades de DVD. Como informacdo adicional, segundo projecdes da empresa
International Data Group (IDG), até o ano de 2018, € estimado que todos os dados ja gerados
pela humanidade seriam de 33 zetabytes, ou seja, menos da metade do espaco previsto para
armazenar os resultados da equagdo de Schrodinger para um dtomo de nitrogénio.

A busca por estratégias para contornar tais limitacOes tecnoldgicas para a resolucao
exata da equagdo de Schrodinger levou os fisicos a pensarem de formas criativas, propondo
métodos que levam a resolug@o aproximada da equacdo de Schrodinger, mas com excelentes
resultados para aplicacdes praticas. Essas metodologias, aliadas ao crescente aumento de poder
computacional, viabilizaram a populariza¢do da quimica computacional, de modo que hoje ela
€ utilizada em conjunto a outras grandes dreas da quimica, especialmente, a quimica orgénica.
Para compreendemos melhor como essas metodologias funcionam, precisamos primeiro
entender a equacdo Schrodinger.

A equagdo de Schrodinger ndo dependente do tempo pode ser descrita pela equagdo 1,
na qual H é o operador Hamiltoniano, ¥ ¢ a funcio de onda, Ry é posicdo do niicleo N e 7, a

posicao do elétron n (BACHRACH, 2014).
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HY(R{, R, .. Ry, 11,15 .. Ty) = E¥(Ry, Ry ... Ry, 11,15 .. T5y) (1)

O operador Hamiltoniano ndo-relativistico (H), para uma molécula contendo n elétrons
e N nicleos, € descrita pela equacdo 2. Ele é composto por uma parte que descreve a energia
cinética (termos 1 e 2) e por outra que descreve a energia potencial (termos 3, 4 e 5). Os cinco
termos dessa equacdo podem ser descritos, da esquerda para a direita, como: energia cinética
dos nicleos; energia cinética dos elétrons; atracdo nucleo-elétron; repulsdo nicleo-nicleo;

repulsdo elétron-elétron.

72
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Born e Oppenheimer propuseram a primeira aproximacao para simplificar a resolucio
da equacdo de Schrédinger ndo-relativistica (TOMECEK; BOUR, 2020). A funcio de onda
molecular completa \W(R,r) depende da posi¢ao de todos os elétrons e niicleos a0 mesmo tempo.
Como os elétrons sdo muito mais leves do que os nucleos, eles se movimentam tao rapidamente
que podemos considerar que eles respondem instantaneamente a qualquer alteracdo na posi¢ao
relativa dos nucleos. Isso permite a separacao das varidveis nucleares das varidveis eletronicas,
de modo que podemos rescrever W(R,r) como duas funcdes de onda: y(r) responsdvel pela parte

eletronica e O(R) responsavel pela parte nuclear (equacdo 3).
lP(Rl, RZ RN’ r, Ty ... Tn) = q)(Rl, RZ RN)W(TII ... Tn) (3)

Fazendo essa separacdo entre as fun¢des de onda y(r) e ®(R), podemos considerar que
as posicoes de todos os nucleos sdo fixas e, entdo, resolver o operador Hamiltoniano apenas
para a funcdo de onda da parte eletronica. Essa aproximacao, conhecida como aproximacao de
Born-Oppenheimer, ¢ vilida para a grande maioria das moléculas organicas. O operador
Hamiltoniano, obtido por essa aproximagdo, € mais simples do que aquele obtido inicialmente
na equacdo de Schrodinger nao-relativistica (equacdo 2). Nesse operador, demonstrado na
equacgdo 4, encontramos os termos (da direita para esquerda): energia cinética dos elétrons;

atracdo nucleo-elétron; repulsdo elétron-elétron; energia de repulsdo nucleo-nicleo.

~ 1 Z
H — _EZ? VZ ZI Zn 1 _|_ Zz<]_+ Vnuc (4)

O operador Hamiltoniano, descrito na equacao 4, é o operador utilizado pela quimica
computacional (BACHRACH, 2014). Com base na aproximacao de Born-Oppenheimer, foram
desenvolvidos outros métodos para chegar a uma solucdo aproximada da equacdo de

Schrodinger, sendo dois deles muito utilizados na quimica computacional: método Hartree
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Fock (HF) e a DFT. Como um dos objetivos desse trabalho € utilizar (e ndo desenvolver) a
quimica computacional como ferramenta a quimica organica, vamos explorar alguns pontos do

método HF e a DFT.

1.2.1 O método Hartree-Fock

A func¢ao de onda y(r) depende das coordenadas de todos os elétrons em uma molécula.
O pesquisador Hartree prop0s, baseado nas ideias da aproximag¢ao de Born-Oppenheimer, que
a funcdo de onda eletronica poderia ser separada em um produto de fung¢des ¢(n) que depende

apenas de um elétron (equacao 5) (BACHRACH, 2014).

W(ry,rs 1) = p1(r)d2(12) oo (1) (5)

Essa funcdo de onda poderia resolver a equagao de Schrodinger de forma exata, caso
ndo fosse necessdrio levar em conta a repulsdo elétron-elétron. Para contornar esse problema,
Hartree reescreveu o Hamiltoniano de forma a considerar a repulsdo que um elétron sente pela
média da posi¢do dos demais elétrons do sistema. Dessa forma, o termo da repulsdo elétron-
elétron foi substituido por um campo efetivo, sendo o termo denominado V£ (equagio 6).
Remover o termo da repulsio elétron-elétron e substitui-lo pelo campo efetivo (V<) no
Hamiltoniano é uma aproximacao perigosa, pois isso negligencia a habilidade dos elétrons de
responder de forma instantdnea a mudanca de posi¢do de outros elétrons. Fock, em seguida,

adequou a metodologia proposta do Hartree para satisfazer o principio da exclusiao de Pauli.
1 Z
(—3VE SN+ VET) i = Eig ©)

Para utilizar o Hamiltoniano de HF, precisamos descrever os conjuntos de fungdes ¢(n).
O principio variacional afirma que qualquer fun¢io de onda construida como uma combinacio
linear de funcdes ortonormais terd a sua energia maior ou igual a energia fundamental do
sistema. Se um conjunto de fungdes ¢; € infinito, entdo, a funcdo de onda resultard na menor
energia para aquele Hamiltoniano. Como € impossivel trabalharmos com um nidmero infinito
de funcdes, o principio variacional nos indica que quanto menor a energia encontrada, melhor
é a funcdo de onda utilizada. E importante ressaltar que o principio variacional ndo é uma
aproximacao para a equacdo de Schrodinger. Tendo o conceito do principio variacional em
mente, podemos entender as fungdes ¢(n), utilizadas no método HF, como Orbitais Moleculares
(MO, do inglés Molecular Orbital), logo, podemos tratar os MOs como uma combinag¢do linear

dos Orbitais Atomicos (AO, do inglés Atomic Orbital). Essa combinac¢do dos AOs para formar
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MOs é chamada de combinag¢do linear de orbitais atdomicos (LCAD, do inglés Linear
Combination Of Atomic Orbitals) (BACHRACH, 2014).

Para se obter a energia proveniente da funcdo de onda utilizando o método HF, ¢é
necessario especificar os AOs utilizados. Os AOs utilizados ndo sdo literalmente os AOs
presente nos dtomos do sistema que estd a ser estudado, mas sim “orbitais atdmicos artificiais”
ou ainda “modelos de orbitais atdmicos”, que sdo denominados como func¢oes de bases (do
inglés basis function). As fungdes de base para um dado orbital representam todos os orbitais
daquele tipo para uma determinada camada eletronica. Por exemplo, as funcdes de bases p
referem-se as func¢des para os orbitais px, py € p., simultaneamente, logo, correspondem a trés
orbitais atdmicos. As funcdes de bases sdo utilizadas para gerar os orbitais moleculares, que,
posteriormente, sao utilizados no cdlculo computacional. Um grupo de funcdes de bases recebe
o nome de conjunto de bases (do inglés basis sets). H4a dois principais tipos de funcdes de
bases: Orbitais do tipo Slater (STO, do inglés Slater-Type Orbitals) e Orbitais do tipo Gaussiano
(GTO, do inglés Gaussian-Type Orbitals). Os STOs sdo uma mimica exata da equacdo de
Schrodinger para um elétron, ou seja, para a resolu¢do do dtomo de hidrogénio, sendo assim,
0os STOs sd@o muito similares aos orbitais do hidrogénio. Os STOs, além do elevado poder
computacional necessdrio para sua utiliza¢do, podem levar a alguns erros quando sdo utilizados
para modelar dtomos de carbono, uma vez que os orbitais presentes nesses 4tomos nao sao
exatamente iguais aqueles presentes no atomo de hidrogénio. Os GTOs sdo feitos com base em
uma distribui¢@o gaussiana. Os GTOs podem ser combinados por combinac¢do linear de forma
facil e com baixo custo computacional (BACHRACH, 2014).

O uso de apenas um conjunto de base para o método HF nao € suficiente para descrever
o comportamento dos elétrons, sendo, normalmente, utilizados dois ou até trés conjuntos de
bases. H4 inimeros conjuntos de bases descritos na literatura, com aplicacdes especificas para
os mais diversos tipos de moléculas. O pesquisador Pople se destaca nessa area, pois foi
responsavel por desenvolver muitos conjuntos de bases (DITCHFIELD; HEHRE; POPLE,
1971; HEHRE; DITCHFIELD; POPLE, 1972). A titulo de exemplo, podemos citar os
conjuntos de bases 6-31G (utilizacdo geral), 6-31G(2df,2p) (utilizado em sistemas ciclicos
muito tensionados) e 6-31+G (utilizado em anions ou moléculas com pares de elétrons ndo
ligantes).

O método HF pertence ao grupo dos métodos ab initio, assim como outros métodos
menos utilizados como MP2 (teoria de perturbacdo de Mgller—Plesset de segunda ordem) e G2
(modelo Gaussiano-2). Apesar das aproximacoes utilizadas na elaboracdo da metodologia, o

método HF € capaz de alcancar resultados de excelente exatidao, porém, devido ao seu elevado
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custo computacional, ele € indicado apenas para sistemas pequenos (como pequenas moléculas

organicas).

1.2.2 O método DFT

A teoria do Funcional de Densidade (DFT) foi desenvolvida em 1964 por Walter Kohn
e Pierre Hohenberg (HOHENBERG; KOHN, 1964). Eles propuseram utilizar a densidade
eletronica (p(r)) para resolver a equacdo de Schrodinger. A grande vantagem dessa abordagem
€ que a densidade eletronica é uma varidvel observdvel fisica que depende apenas das
coordenadas X, Y e Z e ainda contém toda a informacao relevante sobre o sistema. De forma
resumida, ao conhecer a densidade eletronica de um sistema, € possivel prever todas as
propriedades daquele sistema (MARQUES; BOTTI, 2006). Com fins comparativos, um unico
DVD seria capaz de conter toda a informacao necessdaria para descrever um dtomo utilizando o
método DFT. Para demonstrar que a densidade eletronica contém toda a informacao do sistema

que pode ser obtida pela funcdo de onda, Hohenberg e Kohn propuseram dois teoremas:

Teorema 1: a energia fundamental Eo € um funcional tnico da densidade eletronica.
Em outras palavras, o potencial externo que € sentido pelos elétrons € uma funcio
exclusiva da densidade eletronica.

Teorema 2: a energia no estado fundamental Eo(p°) serd a minima para a densidade

eletronica po(r). Isso atende ao principio variacional.

Em 1965, Lu Sham, juntamente com Walter Kohn, propds que o funcional da densidade
eletrOnica poderia ser escrito como a equacdo 7 (KOHN; SHAM, 1965). Os termos dessa
equacdo, da esquerda para a direita, sdo: energia cinética dos elétrons ndo interagentes; atracao

nucleo-elétron; repulsao elétron-elétron; funcional de troca e correlacao.

E[p(M)] = T [p(M)] + Vaelo(M)] + Vee[p(1)] + Exc[p(1)] (7)

O termo para o funcional de troca e correlacio (Exc) corresponde a juncdo de todos os
termos quanticos que ndo sabemos como expressar exatamente através do funcional de
densidade eletronica. Como ndo temos ciéncia de qual o valor exato do termo Exc, precisamos
utilizar funcionais que se aproximem desse valor. Os funcionais sdo aproximacoes
desenvolvidas para substituir o funcional de troca e correlacdo (Exc). A aproximac¢do mais
simples para Exc é a aproximagdo de densidade local (LDA, do inglés Local Density
Approximation), proposta por Sham e Kohn, em seu artigo de 1965 (KOHN; SHAM, 1965). A

LDA esta baseada no paradigma do gds homogéneo de elétrons, um sistema idealizado no qual
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os nucleos atdmicos sao substituidos por uma carga positiva continua e constante. Ao optar por
essa aproximacgdo, os cdlculos tornam-se impraticdveis de serem realizados a mao, porém
plenamente executdveis em um computador. Além da LDA, outra aproximag¢do comum
utilizada, sobretudo no estudo de sélidos, € a aproximacgdo generalizada de gradientes (GGA,
do inglés Generalized Gradient Approximation) (MARQUES; BOTTI, 2006). Um dos
funcionais mais conhecidos e utilizados na quimica organica é o B3ALYP (WANG; BRUDVIG;
BATISTA, 2010). O “B” refere-se ao termo de troca proposto por Becke e “LYP”” ao termo de
correlagdo proposto por Lee, Yang e Parr (BECKE, 1993a, 1993b). Além da B3LYP, ha
inimeros outros funcionais, como o M06-2X, mPWI1PW91 ¢ CAMB3LYP (KRIVDIN,

2019a).

Os funcionais sdo utilizados juntamente com os conjuntos de base para a realizacdo do
método DFT. Os conjuntos de base utilizados no método HF, como o 6-31G, podem ser
empregados com os funcionais da DFT. Para descrever o nivel de teoria utilizado na DFT,

primeiro se escreve o funcional seguido do conjunto de base escolhido, como B3LYP/6-31G.

A DFT normalmente é empregada para sistemas de 30 a 60 4tomos e pode ser utilizada
com moléculas que possuem dtomos além da segunda linha da tabela periddica. Em especial, a
DFT é amplamente aplicada na quimica organica para a obtencao de espectros calculados (ou
espectros tedricos) de RMN de moléculas de drdua elucidagdo. A partir dos mesmos recursos
computacionais, 0 método DFT € capaz de obter os resultados desejados em um tempo menor
do que o método HF. A diferenca chave entre as metodologias HF e DFT ¢é que a dltima nao
contém aproximacOes em sua teoria (BACHRACH, 2014). Tudo que precisamos na DFT €
encontrar a densidade eletrOnica para obter toda a informag¢do do sistema, entretanto, Kohn e
Hohenberg apenas provaram que o funcional da densidade deve existir, porém ndo indicaram
como seria esse funcional. Como consequéncia, grande parte da pesquisa desenvolvida para
aprimorar a DFT esta baseada em encontrar funcionais (como o B3LYP) que se aproximem do
funcional da densidade real do sistema. Segundo o autor Christopher J. Cramer (2002), o
método HF € uma teoria aproximada, que foi desenvolvida para resolver equagdes de forma
exata, enquanto a DFT € uma teoria exata, mas as suas equacoes devem ser resolvidas de forma

aproximada, pois ndo conhecemos o funcional de troca e correlagdo (Exc).
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1.2.3 Os métodos semiempiricos

Métodos semiempiricos sdo configurados com a mesma estrutura geral de um calculo
utilizando o método HF. Nessas metodologias, algumas informagdes sdo aproximadas ou
omitidas completamente. Os parametros empregados para estimar os valores omitidos sdo
provenientes de dados empiricos de experimentos realizados a priori ou de célculos ab initio ja
conhecidos. Estes métodos utilizam menos recursos computacionais quando comparados com
os métodos DFT e HF, mas seus resultados sdo menos confiaveis e retornam menos dados
referentes as propriedades fisico-quimicas do sistema que estd sendo analisado. Se o banco de
dados utilizado para alimentar o0 método semiempirico possuir um ndmero expressivo de
moléculas similares a molécula que estd sendo estudada, o resultado pode retornar valores
satisfatorios. Programas quimicos simples — como Avogrado, ACD/Labs e ChemBioDraw —
lancam mao métodos semiempiricos para fornecer algumas informacdes fisico-quimicas para a
molécula alvo. Alguns métodos semiempiricos sao MSINDO, MNDO, AMI1 e PM3
(BRANDENBURG et al., 2014; KASZA et al., 2019; WILLOUGHBY; JANSMA; HOYE,
2014).

1.3 Métodos estatisticos

No contexto da quimica orgénica, os cdlculos computacionais sdo de grande valia para
a identifica¢do de produtos naturais e novas moléculas sintéticas. Todavia, os resultados dos
calculos de DFT, por si s6, ndo sdo suficientes para dizer se a metodologia aplicada foi correta
para o sistema que estd sendo analisado. Como qualquer ferramenta desenvolvida e utilizada
pelo homem, os cdlculos computacionais de DFT sao passiveis de erros — no cédigo fonte do
programa, na escolha do funcional, na interpretacao dos resultados ou até por falhas aleatérias
do proprio sistema operacional (BHANDARI NEUPANE et al., 2019). Para garantir que os
dados resultantes dos calculos de DFT estejam em concordancia com os dados experimentais,
€ essencial o uso de métodos de andlises estatisticas. Ao avaliar os resultados dos cdlculos de
DFT, € ideal que sejam utilizados multiplos métodos de andlises estatisticas e que seus
resultados sejam convergentes em relacdo a qualidade do ajuste (do inglés goodness-of-fit) dos
dados. Para esse trabalho, € necessdario métodos estatisticos de andlises capazes de avaliar a
concordancia dos deslocamentos quimicos experimentais de RMN com deslocamentos
quimicos calculados obtidos por meio de calculos de DFT.

O primeiro conjunto de andlises estatisticas a disposi¢ao € o de métodos de parametros

de correlacdo de simples aplicagdo, por exemplo, o erro absoluto médio (MAE, do inglés Mean
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Absolute Error), erro absoluto médio corrigido (CMAE, do inglés Corrected Mean Absolute
Error), coeficiente de correlacio (R?) e o desvio padrdo (o). R* e o ndo sdo tio utilizados
atualmente, por serem métodos mais simples que, em geral, ndo sdo suficientes para o
tratamento dos dados de moléculas mais complexas. O MAE e CMAE sao amplamente
utilizados para avaliar quantitativamente a qualidade do ajuste entre os dados experimentais e
tedricos (WILLOUGHBY; JANSMA; HOYE, 2014), de modo que quanto menor os valores
obtidos a partir do MAE ou CMAE, melhor a qualidade do ajuste dos dados. O MAE representa
o desvio médio entre os valores de deslocamentos quimicos calculados (dcaic) € experimentais
(Jexp) € € calculado pela média do somatério do valor absoluto da diferenga entre os
deslocamentos quimicos calculados e experimentais, conforme a equacdao 8 (COSTA et al.,

2021).
MAE = M (8)

A equacdo de CMAE € muito similar a de MAE, sendo a substitui¢do dos deslocamentos
quimicos calculados (Jcaic) pelos escalonados (Jscaled) @ Unica diferenca, conforme a equagio 9.
O CMAE ¢ utilizado para remover possiveis erros sistemdticos dos deslocamentos quimicos

calculados (SAROTTI, 2013).

CMAE — an‘sscal:i_aexpl (9)

z

O segundo conjunto de andlises estatisticas € utilizado quando os deslocamentos
quimicos calculados para dois ou mais diastereoisdmeros candidatos sdo tao similares entre si
e aos deslocamentos quimicos experimentais que € impossivel, pelos métodos estatisticos mais
simples (MAE, CMAE, R*e o), assinalar com exatiddo os sinais do espectro de RMN com os
respectivos dtomos. Esses métodos sdo mais robustos e requerem o uso do computador para a
sua utilizacdo de forma efetiva. Nesse sentido, podemos nomear CP3, DP4 e ANN-PRA como
os trés principais métodos e, quanto maior o valor resultante dessas andlises estaticas, melhor é
a qualidade do ajuste. O método CP3, desenvolvido por Smith e Goodman (2009), compara
dois conjuntos de dados experimentais com duas (ou mais) estruturas candidatas, de modo a
identificar qual conjunto de dados experimentais estd relacionado a qual estrutura candidata.
Esse método é de grande utilidade na sintese organica, pois € comum uma reagdo quimica
produzir dois (ou mais) diastereoisdmeros que ndo podem ser facilmente identificados pela
andlise de RMN. O DP4, desenvolvido por Smith e Goodman (2010), compara um conjunto de
dados experimentais com duas ou mais estruturas candidatas e € muito utilizando quando um

novo produto natural € isolado e € preciso fazer a elucidac@o da estrutura molecular. Também
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€ o mais empregado na identificagdao de novos compostos organicos, recebendo otimizagdes ao
longo dos anos (ERMANIS et al., 2016, 2019), como também levando a outras metodologias
inspiradas em seu conceito original, como o DP4+ (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTT]I,
2015; ZANARDI; SAROTTI, 2021), DP4-AI (HOWARTH; ERMANIS; GOODMAN, 2020)
e o DP5 (HOWARTH; GOODMAN, 2022). Por fim, a ANN-PRA, desenvolvida por Sarotti
(2013), compara um conjunto de dados experimentais a uma estrutura candidata, de modo a
indicar se aquela estrutura corresponde aos dados experimentais. Enquanto o CP3 e o DP4 sao
metodologias baseadas em comparacdes, que necessitam obrigatoriamente que a estrutura real
da molécula, que estd sendo analisada, esteja dentro das estruturas candidatas para gerar o
resultado correto, a ANN-PRA funciona independente da estrutura real ser ou ndo a estrutura

candidata (GRIMBLAT; SAROTTI, 2016).

1.4 Justificativa e relevancia

Em uma sociedade que almeja, cada vez mais, uma melhor qualidade de vida, suprir a
demanda de novos medicamentos e de produtos para aumentar a produtividade agricola tem
sido uma meta recorrente para a quimica organica. Nesse viés, pesquisas sobre novos produtos
naturais t€m sido desenvolvidas e, a medida que s@o isolados e sua estrutura molecular é
elucidada, levam-nos a uma maior compreensdo de suas propriedades fisico-quimicas e
aplicagdes, que podem atender a tais demandas. Os calculos de DFT aliados a espectroscopia
de RMN tém se destacado nesse contexto do século XXI, sendo responsaveis pela elucidagcdo
de muitas moléculas complexas (BAGNO; SAIELLI, 2015; MANDI; WU, KURTAN, 2020;
MURUGAVEL et al., 2019).

Considerando a relevancia da identificacdo de novas moléculas orgénicas, o presente
trabalho tem como objetivo elucidar a estrutura de produtos naturais e moléculas sintéticas
inéditas, mediante o uso, em conjunto, de espectros de RMN e calculos de DP4, suportado por
outras técnicas uteis para a identificagdo de compostos. Dessa maneira, os capitulos I, I e III
tratam de trabalhos ja publicados desta pesquisa. O capitulo I (PINTO; TEIXEIRA;
ALVARENGA, 2020) aborda a aplicacdo de célculos computacionais para elucidagdo de uma
molécula sintética. O capitulo II (PINTO ez al., 2022b) apresenta a elucidacdo de um produto
natural inédito extraido da Crotalaria retusa L. O capitulo III (PINTO et al., 2022a) aborda a
elucidacdo de duas moléculas advindas de uma planta da flora brasileira, Conchocarpus
mastigophorus, utilizando ainda célculos de dicroismo circular vibracional (VCD, do inglés

vibrational circular dichroism) para complementar a analise.
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2 CAPITULO I: Sintese e elucidagdo estrutural de andlogo da ftalida utilizando andlise de
RMN e cdlculos de DFT

2.1 Introducio

Nas ultimas décadas, a qualidade de vida da humanidade aumentou de forma
significativa devido aos avangos no campo da pesquisa cientifica. Uma boa parte disso se deve
as descobertas de novos produtos quimicos de origem natural, combinadas a sintese e
modificacdo desses (RODRIGUES et al., 2016). A necessidade de novos compostos quimicos,
com menor impacto ambiental e menor toxicidade, para o tratamento de doencas humanas e
protecao das plantagdes, cresce a cada ano (BUSH et al., 2011). Para superar esse desafio, os
produtos naturais t€ém se tornado um excelente ponto de partida para a busca de novas drogas e
agroquimicos. Um grupo de produtos naturais que desperta interesse de varios grupos de
pesquisa nos ultimos anos sdo as ftalidas (ou isobenzofuranonas) e seus derivados. As ftalidas
podem ser encontradas na natureza como metabolitos secunddrios de vérias espécies de fungos,
plantas e, nos udltimos anos, muitas pesquisas t€ém sido realizadas para melhorar nossa
compreensdo de suas propriedades fisico-quimicas e bioatividades, bem como na busca de rotas
sintéticas para elas e suas derivadas (CHARRIS-MOLINA et al., 2017, KARMAKAR;
PAHARI; MAL, 2014).

Entre as estratégias de sintese para a obtencdo de andlogos das ftalidas, a reacdo de
Diels-Alder € uma dos procedimentos mais udteis que os quimicos possuem a sua disposi¢ao
(FUNEL; ABELE, 2013). Ftalidas e outras moléculas complexas podem ser sintetizadas a partir
da reacdo de Diels-Alder, uma vez que essa reacdo possibilita a formagdo de duas novas
ligacdes o e a formagdo de quatro centros estereogénicos em um Unica etapa, além de
possibilitar ao quimico o controle da estereoisomeria do produto final (FRINGUELLI,
TATICCHI, 2002; SEGHERS et al., 2017).

Apds a sintese de uma nova molécula, € crucial realizarmos a caracterizacdo e
elucidagdo estrutural. Uma das ferramentas mais poderosas que os quimicos organicos dispdem,
nos dias de hoje, para a elucidacdo e confirmacdo da estrutura molecular, € a espectroscopia por
ressonancia magnética (RMN) (JAIN; BALLY; RABLEN, 2009). Infelizmente, a elucidag¢ao
de uma molécula organica pode ser um trabalho 4rduo mesmo com o auxilio de experimentos
sofisticados de RMN, a titulo de exemplo, quando a quantidade de massa disponivel para a
analise é limitada ou h4 sobreposi¢do de muitos sinais (principalmente de 'H) no espectro de
RMN. Os avancos no campo da informatica na tltima década, com computadores cada vez mais

sofisticados e economicamente acessiveis, bem como os avancos na quimica computacional,
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possibilitaram a producdo de novas ferramentas aos quimicos sintéticos para superar essas
dificuldades impostas na elucidacdo da estrutura de novas moléculas complexas (XIN et al.,
2017). Dentre os varios métodos desenvolvidos pelas pesquisas na quimica quantica, os
métodos oriundos da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) sao os mais utilizados para a
previsdo de espectros de RMN de moléculas organicas (BAGNO; SAIELLI, 2015). Com a
DFT, € possivel calcular o deslocamento quimico e as constantes de complemento para 4tomos
de 'H e '3C utilizando poucos recursos e tempo, quando comparados com métodos
computacionais mais classicos como os ab initio (LEWARS, 2011). Os célculos de DFT sdo
vastamente empregados para a elucidacdo de produtos naturais, mas também podem ser
empregados na confirmacao estrutura de sinteses estereosseletiva de novas moléculas organicas
(MORAES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; TEIXEIRA; ALVARENGA, 2016).

Para aplicarmos o método DFT para uma molécula ndo identificada, que esta sendo
estudada, primeiro um grupo de vdrias possiveis estruturas candidatas recebe um tratamento de
otimizacdo de sua geometria e energia e, em seguida, o deslocamento quimico tedrico de cada
dtomo (por exemplo 'H e *C) é obtido, gerando uma série de espectros tedricos (ou espectros
calculados) de RMN para cada estrutura candidata. Apds esse processo, 0OS espectros
experimentais de RMN (normalmente 'H e '*C) da molécula ndo identificada sio comparados,
aplicando-se métodos estatisticos, com todos os espectros tedricos de RMN obtidos pelos
célculos de DFT. A avaliacdo desses resultados € feita mediante uma vasta diversidade de
métodos estatisticos, tais como: o erro absoluto médio (do inglés, mean absolute error, MAE),
erro absoluto médio corrigido (do inglés, corrected mean absolute error, CMAE) e ajuste linear
(R?), CP3 e DP4. Dentre todos os métodos mencionados, o pardmetro DP4, desenvolvido por
Goodman e Smith (SMITH; GOODMAN, 2010), tem se tornado o mais utilizado e confidvel,
com avangos em sua metodologia feitos de forma constante ao longo dos anos (ERMANIS e?
al., 2017; MACGREGOR et al., 2016; SAROTTI, 2018). O DP4 € empregado quando hd um
conjunto de dados experimentais para duas (ou mais) estruturas candidatas, de modo que
indicard qual € a estrutura candidata que melhor se adequa aos dados experimentais. Entretanto,
se entre elas ndo houver a estrutura real da molécula nao identificada, o DP4 fatalmente indicara
uma estrutura candidata errada, mas que possuia a maior similaridade com os dados
experimentais. Por essa razao, esse método deve ser utilizado com cautela para nao gerar falsos
positivos.

Portanto, esse capitulo abordard, de forma breve, a sintese de um derivado de ftalida
(3d) por uma reacdo de Diels-Alder — realizada pela pesquisadora Milena Galdino Teixeira —,

que ocorre duas vezes em uma Unica etapa, utilizando apenas o ciclopenta-1,3-dieno e 3,4-
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dicloro-2(5H)-furanona como reagentes. Em seguida, serd abordada, de forma aprofundada, a
elucidacdo estrutural inequivoca dessa ftalida pela combinagdo de espectros de RMN e célculos
computacionais de DFT. Essa parte de elucidagao da molécula da ftalida foi realizada pelo autor

dessa tese.

2.2 Materiais e métodos
2.2.1 Sintese

rac-(3aR,48S,4aS,5R,8S,8aR,9R,9aS)-3a,9a-dicloro-3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octaidro-
4,9:5,8- dimetanonafto[2,3-c[furan-1(3H)-ona (3d)

3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (1) (0,50 g, 3,3 mmol) e ciclopentadieno (2,02 g, 30,7
mmol) foram adicionados a um tubo selado. Em seguida, a mistura reacional resultante foi
aquecida a 150 °C enquanto era agitada, por meio de um agitador magnético, por 44 horas. Apds
o término da reacdo, o excesso de ciclopentadieno foi evaporado e o produto da reagdo foi
purificado por coluna cromatografica (eluente: hexano/acetato de etila, 15:1 V/V), fornecendo

0,22 gramas do produto como um s6lido branco, com 23% de rendimento.

2.2.2 Instrumentacio

A reagdo foi monitorada com placas de cromatografia de camada delgada (CCD) com
silica gel. As placas de CCD foram visualizadas em uma camera de ultravioleta a 245 nm. A
purificacdo dos produtos da sintese por coluna cromatografica foi realizada com silica gel (70-
230 mesh). O espectro de massa foi obtido em um equipamento Shimadzu GCMS-QP5050A
utilizando impacto eletronico. O espectro de infravermelho foi obtido por um espectrometro
Varian 660-IR, equipado com PIKE Gladi ATR (Attenuated Total Reflectance), utilizando o
método de filme fino sélido. O aparelho MQAPF-301 (Microquimica, Brazil) foi utilizado para
a medida do ponto de ebuli¢do, porém, ndo foi possivel obté-lo, uma vez que o produto se
degradava antes de atingir o ponto de ebuli¢do.

Espectros de ressonancia magnética nuclear de préton (‘H RMN), carbono 13 (1*C
RMN), NOESY e HMBC foram obtidos no espectrometro Bruker Biospin 400 MHz na
Universidade Federal de Ouro Preto. COSY e HETCOR foram obtidos no espectrometro Varian
Mercury 300 MHz na Universidade Federal de Vigosa. Os espectros de RMN foram obtidos

com temperatura controlada a 25 °C. O solvente utilizado para as andlises foi cloroférmio
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deuterado. Os deslocamentos quimicos dos residuos de CHCI3 (6 = 7,26 ppm) no RMN de 'H
e CDCl; (6 = 77,0 ppm) no RMN de '*C foram utilizados como referéncia.

2.2.3 Parte computacional

As buscas conformacionais foram realizadas por mecéinica molecular no programa
Maestro 2018-1 (Maestro version 11.5.011) (MAESTRO; SCHRODINGER, 2019). A lactona
pentaciclica é uma estrutura rigida que possibilita apenas um conférmero por estrutura
candidata. Cada uma dessas estruturas candidatas foram submetidas a otimizagao de geometria
e ao cdlculo de frequéncia utilizando a DFT no nivel de teoria M06-2X/6-31+G(d,p). Os
deslocamentos quimicos foram obtidos pelos valores dos tensores de blindagem de RMN, os
quais foram calculados para cada estrutura candidata utilizando o nivel de teoria B3LYP/6-
311+G(2d,p) no programa Gaussian 16 (FRISCH et al., 2016). Os tensores de blindagem de
todos os nucleos foram convertidos em valores de deslocamento quimico pela subtracdo dos
tensores de blindagem calculados para o tetrametilsilano (TMS), utilizando o mesmo nivel de
teoria ("H = 31,8816; '3C = 183,7262). Essas operacdes foram repetidas para cada uma das
estruturas candidatas 3a-3h. A solvatacdo foi considerada nos célculos pela utilizagdo do
modelo continuo polarizdvel com formalismo de equagdes integrais (IEFPCM, do inglés
Integrated Equation Formalism Polarized Continuum Model) (TOMASI; MENNUCCI;
CANCES, 1999) durante os processos de otimizagio e cilculos dos tensores de blindagem.

O conjunto de dados experimentais de RMN foi comparado aos dados calculados
(tedricos) e o valor do MAE foi determinado. O MAE € calculado pelo somatério dos valores
absolutos da diferencga entre os deslocamentos quimicos experimentais (dexp) € calculados (dcac)
para todos os N-ntcleos e dividido pelo total de N-ndcleos. Os deslocamentos quimicos
calculados para 'H e '*C, utilizando o nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-
31+G(d,p), de todas as estruturas candidatas (3a-3h), bem como as coordenadas cartesianas,
estdo presentes em tabelas na secio APENDICES (Tabela 12, pagina 139 até Tabela 21,
pagina 148).

A andlise estatistica do método DP4 foi executada para encontrar o melhor ajuste entre
os dados experimentais e calculados. Essa andlise foi realizada organizando os dados de
deslocamento quimico experimentais e calculados, sendo, em sequéncia submetidos a

ferramenta de andlise de DP4 disponivel em: http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/.
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2.3 Dados para o composto 3a

Férmula molecular: Ci4H14C1,02

Massa molar: 285,16 g/mol

Caracteristica: solido branco

IV (ATR, em™) vmax: 3052, 2973, 2881, 2042, 1784, 1471, 1367, 1999, 1032, 839, 769, 582
EM m/z (%): 284 ([M]*, 0.1), 219 (0.5), 152 (0.9), 115 (1.9), 66 (100)

2.4 Resultados e discussao

Na busca por novas substancias com potencial atividade agroquimica, nosso grupo de
pesquisa focou seus esforcos em sintetizar andlogos das ftalidas. Um método elegante para a
sintese de tais andlogos € o emprego da reacdo de Diels-Alder. A cicloadi¢do da lactona 3,4-
dicloro-2(5H)-furanona (1) com o ciclopentadieno (2), sobre condi¢des reacionais apropriadas,
levou a formacao da lactona pentaciclica, um sélido branco com oito centros quirais (Esquema
1, pagina 35). Considerando o estado de transi¢do ciclico das reagdes periciclicas, as condi¢des
reacionais utilizadas e que nao foi realizado nenhum controle de enantiosseletividade, até oito
pares enantioméricos (estruturas candidatas 3a-3h) poderiam ter sido formados.

Esquema 1 - Reacdo de Diels-Alder entre a lactona 1 e o ciclopentadieno 2. Estruturas
candidatas 3a-3h. Entre colchetes € apresentada a estrutura candidata correta (3d).

H ¢ O H ¢ O H ¢ O g Ho Cl O
“\\/< B : : 7 5 “\\/<1
GO T T |l e
i/ : N O
H Cl H CI H Cl 5 H 4 Cl
4a 3a
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H ¢l Cl
\\/< \\/<
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"l//
H Cl
3e 3f 3g 3h

Fonte: O autor.
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Nessa reacdo, a lactona 1 atua como diendfilo e o ciclopentadieno 2, como dieno. O
modo como o dieno e o diendfilo se aproximam um do outro define como serd o estado de
transicao de uma reagdo periciclica, determinando a estereoquimica do aduto da reag¢do. O aduto
endo é formado quando o dieno se aproxima do diendfilo enquanto suas duplas ligagdes estao
apontando para o lado dos grupos retiradores de elétrons do diendfilo. Consequentemente, o
aduto exo € formado quando as duplas ligagdes do dieno estdo apontadas na direcdo oposta aos
grupos retiradores de elétrons do diendfilo. O aduto endo normalmente € o produto favorecido
nessa reacdo devido a sua melhor interagdo com os orbitais dos grupos retiradores de elétrons
do diendfilo e o desenvolvimento de orbitais w durante o estado de transi¢do com o dieno, o que
leva a uma menor barreira de energia de ativagio (CUVELLIER et al., 2019; GARCIA-
RODEIJA; FERNANDEZ, 2016; WANNERE et al., 2007). Além de considerarmos como as
duplas ligagdes do dieno se aproximardo da dupla ligagdo do diendfilo, € importante
considerarmos por qual face da lactona 1 ocorrera esta aproximacao.

A lactona 1 € uma molécula aquiral plana, que possui apenas um plano de reflexdo (o)
na horizontal com elemento de simetria, logo, suas faces sdo distintas e, no caso dessa reacdao
de Diels-Alder, podem levar a formagdo de produtos diferentes. Dizemos que as faces da
lactona 1 sdo enantiotdpicas, pois podem gerar produtos enantiomeros. Ja o ciclopentadieno
possui ambas as faces iguais, o que ndo influencia na estereoquimica do produto nessa anélise.
Tendo em mente que a lactona 1 possui faces estereotdpicas, além de considerarmos a
aproximacao endo e exo tradicional as reacdes de Diels-Alder, também temos que ponderar por
qual face o ciclopentadieno 2, dieno da reacdo, se aproximard. Para tal, € necessdrio identificar
cada face da lactona utilizando a nomenclatura de face re e face si (do latim rectus e sinistre,
respectivamente). O primeiro passo € aplicar as regras de Cahn-Ingold-Prelog em duas
dimensodes, atribuindo prioridades distintas (1, 2 e 3) aos trés substituintes ao carbono
carbonilico, como se ele fosse um carbono tetraédrico. Posteriormente, observa-se como as
atribui¢des, da maior para a menor, foram realizadas: a face re compreende o sentido horério
de rotacdo dos ponteiros do relégio e a face si o sentido anti-horério de rotagdo dos ponteiros
do relégio (GONSALVES; SERRA; EUSEBIO, 2011). Aplicando as regras de Cahn-Ingold-
Prelog a lactona 1, a face re € aquela que o oxigénio se encontra a direita da carbonila, enquanto

a face si € aquela que o oxigénio se encontra a esquerda da carbonila (Figura 5, pagina 37).
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Figura S - Face re e face si da lactona 1.

Face re Face si

Fonte: O autor.

Na primeira etapa da reagdo, o dieno pode se aproximar tanto pela face si quanto pela
face re do diendfilo, em adicdo a prépria orientagdo para a formacdo dos adutos exo e endo
(RESENDE; ALVARENGA; WILLOUGHBY, 2015). A aproximag¢do com a orientacdo para
formas adutos exo e endo leva a formagdo de diastereoisdmeros. Diante disso, serd possivel a
formacdo de até quatro adutos no final da primeira etapa, sendo dois pares de enantidmeros
(devido a face re e face si da lactona 1) e dois pares de diastereoisomeros (devido a forma de
aproximacao do que leva aos adutos exo e endo). (Figura 6, pagina 37).

Figura 6 - Reacao da 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona 1 com o ciclopentadieno 2: representacao
da aproximacao si e re e produtos endo € exo.
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Os adutos formados nessa primeira etapa podem voltar a reagir como dienéfilos, com o
excesso de ciclopentadieno atuando novamente como dieno, para levar a formacdo de novos
produtos. A fim de facilitar a discussado referente a segunda etapa dessa reacdo, dispensaremos
o uso da nomenclatura face re e face si em prol da nomenclatura syn e anti para indicar a
aproximacao do ciclopentadieno 2 da dupla ligacdo dos adutos formados na primeira etapa da
reacdo. Quando o ciclopentadieno 2 se aproxima pela mesma face da ponte de metileno do
diendfilo, utilizamos a nomenclatura syn; caso seja pela face oposta a ponte de metileno,
utilizaremos a nomenclatura anti. Como os adutos formados na primeira etapa também possuem
faces distintas (nas quais se encontram a dupla ligacao carbono-carbono) e a reagdo que ocorre
na segunda etapa também € uma Diels-Alder, podemos aplicar a mesma linha de raciocinio na
primeira etapa para chegarmos ao numero de possiveis produtos obtidos na rea¢do. Na segunda
etapa dessa reacdo, cada um dos quatro adutos formados na primeira etapa pode levar a
formagcdo de quatro novos adutos, totalizando dezesseis possiveis estereoisOmeros como
produtos da reacdo. Posto que enantiobmeros apresentam o mesmo espectro de RMN em
solventes aquirais (como CDCl3), apenas oito diastereoisomeros candidatos foram considerados
nesse trabalho (Figura 7, pdgina 39). Essa andlise preliminar da reacdo nos permitiu poupar
recursos computacionais e tempo nesse trabalho, uma vez que limitou de forma significativa as

estruturas candidatas plausiveis para a reacao.
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Figura 7 - Reacdo da 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona 1 com o ciclopentadieno 2: estado de
transi¢ao das estruturas candidatas.
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A caracterizacdo estrutural completa da lactona pentaciclica foi realizada com o auxilio

de métodos espectroscopicos, como RMN, IV e espectro de massas. O espectro no IV (Figura
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8, pagina 40) do composto (3d) apresenta uma banda em 1784 cm™! de estiramento de ligagio
dupla C=0. O estiramento simétrico da ligacdo C-H carateristico de alquenos pode ser
observado na banda em 2973 cm™, bem como uma pequena banda em 3052 cm™!' devido ao
estiramento assimétrico dessa mesma ligacdo. A banda em 2881 cm! demonstra um
estiramento simétrico da ligacdo C-H de alcanos. Duas bandas de estiramento assimétrico
caracteristicas de ésteres sdo observadas em 1032 cm™ (O-C-C) e 1299 cm™ (C-CO-O). Por
fim, a banda forte em 582 cm™! (estiramento simétrico) demonstra a presenca de ligacdes C-Cl.

Figura 8 - Espectro de infravermelho para o composto 3d.
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No espectro de massas (Figura 9, pagina 41) observa-se o pico do fon molecular em
razao massa/carga (m/z) 284, bem como o pico base em m/z 66 e o pico em m/z 219, referentes
a fragmentagdes por retro Diels-Alder (Figura 10, pagina 41). Além disso, o espectro apresenta
os picos dos fons M+2 e M+4 compativeis com o padrdo esperado para moléculas com dois

atomos de cloro.
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Figura 9 - Espectro de massas para o composto 3d.
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Figura 10 - Proposta de fragmentacao do composto 3d.
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Ap0s a andlise dos espectros de IV e massas, a atribuic@o inequivoca da estereoquimica
relativa da molécula foi realizada combinando com os resultados fornecidos pela interpretagao
dos espectros de RMN experimentais, bem como os resultados de cédlculos tedricos. Um teste
preliminar utilizando a andlise estatistica DP4, sem assinalar os sinais de RMN com seus
respetivos dtomos, foi realizada comparando os § de 'H e '3C experimentais (provenientes da
amostra) e calculados (provenientes das oito estruturas candidatas). Nesse teste, os valores de
0 experimentais da amostra sdo organizados por ordem crescente de grandeza, sendo, em
seguida, comparados (mediante a andlise de DP4) com os valores de 0 calculados organizados
por ordem crescente de grandeza para cada uma das oito estruturas candidatas. A titulo de
exemplo, o maior ¢ experimental € comparado com o maior 0 calculado para a estrutura 3a,
posteriormente sdo comparados os segundos maiores pares de J experimentais e calculados,
seguindo assim até completar todos os pares de J para a estrutura 3a, dando lugar a repeti¢ao
dessa andlise para as demais estruturas candidatas. Ao final desse teste preliminar, a andlise de
DP4 indicard dentre as estruturas candidatas qual € aquela que possui a maior probabilidade de
ser a estrutura correta para a molécula em anélise.

Utilizando essa abordagem, é possivel comparar, de forma rdpida e simples, se os
valores calculados de J estdo em valores préximos aos resultados experimentais. A grande
vantagem dessa andlise preliminar é validar se a metodologia escolhida para o célculo
computacional estdi em uma faixa de valores condizentes com o que aponta os dados
experimentais, pois, se o resultado do DP4 indicasse que ha uma diferenca grande entre os
dados calculados e experimentais, poderiamos concluir que alguma parte da metodologia
escolhida ndo foi adequada a molécula que estd a ser estudada. Por exemplo, imaginemos que
o valor da diferenca entre os maiores pares de J de 'H entre a amostra e todas as estruturas
candidatas seja sempre superior a duas partes por milhdo (ppm). Com uma diferencga tdo elevada
em o de préton, € razodvel pensar que alguma etapa da metodologia — como a escolha das bases
e funcionais — ndo foi realizada da forma correta.

A anialise de DP4, utilizando ambos os nicleos ('H e '*C), sem assinalar os sinais,
indicou que a estrutura candidata 3d (Figura 11, pagina 43) teria 100% de probabilidade de ser
a estrutura correta, segundo os dados combinados de 'H e '>C (Tabela 1, pagina 43). E
importante salientar que como nenhum sinal de RMN foi assinalado nesse teste preliminar,
havia a possibilidade de outras estruturas candidatas (como 3a) serem apontadas pela anélise
DP4 como possiveis candidatas com alta probabilidade. Logo, o resultado desse teste deve ser

visto com cautela, ndo orientando a andlise detalhada dos dados experimentais e calculados.
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Figura 11 - Estrutura candidata 3d e a numeragdo utilizada em seus 4tomos.
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Fonte: O autor.

Tabela 1 - Anilise de DP4 dos dados de RMN de 'H e !*C para as estruturas candidatas 3a a
3h antes de assinalar os dados experimentais.

Probabilidade DP4 (%) para os dados de RMN

Estruturas candidatas

3CeH H 13C
3a 0 6,4 0
3b 0 0 0,5
3¢ 0 0 0,3
3d 100 93,5 75,2
3e 0 0 0,1
3f 0 0 0
3g 0 0 23,9
3h 0 0 0,1

Com a designagdo positiva apontada pela analise preliminar dos dados, foi feita a
interpretacao dos espectros de RMN experimentais, realizados em CDCls. O sinal mais
desblindado no espectro de RMN de 'H (Figura 12, pigina 47) — um multipleto de ordem
superior em 0 6,05 ppm, integrado para dois — foi assinalado aos hidrogénios olefinicos H6 e
H7. Na faixa de J 2,14 ppm a 2,28 ppm, observa-se um sinal, integrado para dois, similar a um
multipleto, porém, na realidade, sdo dois duplo duplo dupletos (ddd) parcialmente sobrepostos.
Esses duplo duplo dupletos, em o0 2,24 e ¢ 2,18 ppm, foram assinalados, respectivamente, aos
prétons H4a e H8a. O préton H4a estd acoplado aos prétons H4, HS e H8a, ao passo que o
préton H8a estd acoplado aos prétons H4a, H8 e H9. O sinal do multipleto em 6 2,94 - 3,02
ppm, integrado para dois, foi atribuido aos prétons H5 e H8 devido a uma correcio observada
na espectroscopia de correlacdo (COSY, do inglés Correlation Spectroscopy, Figura 13, pagina

48) com os prétons H6 e H7.
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No espectro de RMN de '*C (Figura 14, pigina 49) o carbono C1 da carbonila foi
prontamente assinalado ao sinal mais desblindado em 171,8 ppm. A partir da identificacio de
C1, observa-se, no espectro de correlacdo heteronuclear a multiplas ligacdes (HMBC, do inglés
Heteronuclear Multiple Bond Correlation, Figura 15, pdgina 50), trés picos de correlagdo com
C1, sendo eles em o0 2,70-2,72, 4,40 e 4,85 ppm. Tais picos de correlagdo poderiam indicar,
segundo as estruturas candidatas, os prétons: H3, H3’ e H9. Pela andlise do espectro de
correlacdo heteronuclear (HETCOR, do inglés Heteronuclear Correlation, Figura 16, pigina
51), observa-se que os sinais dos dupletos, integrados para um, em J 4,40 e 4,85 ppm estdo
correlacionados a um tnico carbono em ¢ 73,7 ppm, sendo atribuido a esse sinal o carbono C3
e aos demais sinais (0 4,40 e 4,85 ppm) o par de hidrogénios H3/H3’ (a atribui¢do inequivoca
de H3 e H3’ sera feita mais adiante no texto). Esses pares de hidrogénios H3/H3’ sdo fortemente
desblindados, pois estdo entre 4tomos de cloro e oxigénio, que atuam como grupos retiradores
de elétrons. Com a atribui¢c@o de C3, foi natural identificar pelo HETCOR (Figura 16, pagina
51) que o sinal em ¢ 54,3 ppm pertence ao carbono C9. Finalmente, podemos concluir que o
multipleto em 6 2,70-2,72 ppm corresponde ao préton H9 através de seu pico de correlagdo com
o carbono C9 no HETCOR (Figura 16, pagina 51). E importante ressaltar que o multipleto de
HO esta parcialmente sobreposto com outro multipleto (préton H10’), que serd explorado em
detalhes posteriormente. Com C9, H9, C3 e o par H3/H3’ identificados, foi possivel atribuir o
multipleto, integrado para um, em ¢ 2,54-2,60 ppm, como pertencente ao proton H4, devido aos
picos de correlagdo com o par de protons H3/H3” no HMBC (Figura 15, pdgina 50). Por fim,
foi observado no HETCOR (Figura 16, pdgina 51) um pico de correlagao de H4 com o carbono
C4 em 0 54,6 ppm. Os hidrogénios H9 e H4 estdo a trés ligacdes de distancia dos dtomos de
cloro, o que leva esses prétons a serem mais desblindados que H4a e H8a.

Nao foram constatados picos de correlacio no COSY (Figura 13, pagina 48) entre os
pares H4/H4a e H8a/H9. Essa auséncia entre esses protons ja foi descrita na literatura para
derivados do tetraciclododeceno (FLID et al., 2018) e indica que a geometria da molécula € tal
que os angulos diedros (o) entre tais &tomos devem possuir valores proximos a 90°. Segundo a
equacao de Karplus (THUREAU et al., 2019), € esperado que atomos de hidrogénios vicinais,
com valores de angulos diedros proximos a 90°, possuam valores pequenos (ou até mesmo
nulos) para as constantes de acoplamento (°J) entre si. Em contrapartida, para angulos diedros
proximos a 0° ou 180° sdo esperados elevados valores de constantes de acoplamento,
normalmente entre 12 até 14 hertz (Hz). Essa € uma informacao valiosa para a elucidag¢do da
estereoquimica da molécula, uma vez que algumas estruturas candidatas tém angulos diedros

proximos a 90°, enquanto outras terdo valores mais afastados. A titulo de exemplo, ao
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observarmos a geometria das estruturas candidatas 3b e 3d otimizadas para o célculo
computacional, utilizando as ferramentas disponiveis no programa GAUSSIAN, temos que os
angulos diedros para o par de prétons H4/H4a e H8a/H9 na estrutura candidata 3d sio 78,74° e
74,25°, enquanto que para a estrutura candidata 3b sdo 44,05° e 45,74°, logo podemos esperar
que as constantes de acoplamento observadas para 3d sejam muito pequenas ou nulas, o que €
similar ao resultado obtido pelo COSY (Figura 13, pagina 48).

Como mencionado anteriormente, o sinal de H9 estd sobreposto com um multipleto de
um préton em 2,68 ppm, até entdo nao assinalado. Observando as correlagdes desse préton (que
estd sobreposto a H9) no HETCOR (Figura 16, pdgina 51), vemos que ele estd relacionado ao
carbono mais desblindado em ¢ 33,9 ppm, que, por sua vez, também estd relacionado a um
multipleto, integrado para um, em ¢ 1,79-1,87 ppm. Com isso, podemos concluir que esse
carbono em ¢ 33,9 ppm estd ligado a dois prétons. Analisando as estruturas candidatas,
observamos que apenas trés dtomos de carbono (cujos sinais sdo ¢ 33,9; 53,6 e 73,7 ppm)
possuem dois prétons ligados a si: C3 e os carbonos de ponte de metileno, C10 e C11. O dtomo
C3 jéa foi identificado como o sinal em ¢ 73,7 ppm anteriormente, restando, assim, C10 e C11
como possibilidades para os sinais em J 33,9 ppm e J 53,6 ppm. Utilizando os mapas de
correlacdo no HMBC (Figura 15, pagina 50) para os carbonos ligado aos cloros, C3a (d 77,9
ppm) e C9a (6 76,0 ppm), notamos que ambos possuem picos de correlacdo com os hidrogénios
em o 1,79 - 1,87 ppm e J 2,65 - 2,69 ppm. Constatando a estrutura candidata 3d (Figura 11,
pagina 43), os carbonos C3a e C9a estdo a trés ligagdes de distancia dos protons de C10, porém,
eles estdo a seis ligacOes de distancia dos prétons de C11. Logo, concluimos que os sinais em
o 1,79-1,87 ppm e o6 2,65 - 2,69 ppm pertencem ao par de proétons H10 /HIO’.
Consequentemente, os sinais 0 33,9 e 0 53,6 ppm correspondem a C10 e a Cl1,
respectivamente. Nao € observado nenhum pico de correlagdo no HMBC entre os prétons de
C11 e os carbonos C3a e C9a.

Até a atual etapa da interpretacdao dos dados de RMN, ndo € possivel assinalar com
exatiddo qual sinal pertence a H10 ou a H10’, sendo necessdria a interpretacdo dos resultados
da espectroscopia de efeito nuclear Overhauser (NOESY, do inglés Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy, Figura 17, pagina 52). A anélise cuidadosa do espectro de NOESY (Figura 17,
pagina 52) forneceu informacdes importantes, tanto para a atribuicdo inequivoca dos sinais de
prétons e carbonos quanto para a confirmacao de qual estrutura candidata seria a correta. Ao
observarmos o NOESY (Figura 17, pagina 52) para os prétons H3 e H6, constatamos que
ambos possuem um pico de correlacdo com o sinal em ¢ 2,65 - 2,69 ppm, entretanto, ndo

apresentam correlacdo com o sinal em o0 1,79 - 1,87 ppm. Isso indica que o préton em o 2,65 -
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2,69 ppm estd voltado para a direcdo da olefina em sua organizacdo no espaco, assim sendo,
esse sinal foi assinalado ao proton H10’. J4 o sinal em ¢ 1,79-1,87 ppm foi atribuido ao préton
H10. Essa etapa da interpretagdo foi crucial, pois identificando que H10’ esta voltado para a
direcdo da olefina, podemos eliminar seis das oito estruturas candidatas, restando apenas as
estruturas 3c e 3d (Figura 7, pigina 39).

Retomando a aten¢do para o par de protons H3/H3’ (0 4,40 e 4,85 ppm), vemos que
apenas o dupleto mais desblindado, em ¢ 4,85 ppm, possui uma correlacio com o dupleto de
dupleto de dupleto de H4a (6 2,24 ppm) no mapa de contornos NOESY (Figura 17, pigina 52),
logo este dupleto foi atribuido ao préton H3 e o outro dupleto em 6 4,40 ppm, ao proton H3’.
Com essas ultimas atribui¢cdes, € possivel, nesse ponto da andlise, identificar que a estrutura
candidata 3d, provavelmente, é a estrutura correta, contudo, ainda € preciso terminar a

atribuicao dos demais 4tomos restantes.



Figura 12 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3, 25 °C) do composto 3d.
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Figura 13 - Correlagdes COSY para o composto 3d.
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Figura 14 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3, 25 °C) do composto 3d.
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Figura 17 - Correlagdes NOESY para o composto 3d.
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Os hidrogénios da ponte de metileno proximo a olefina— H11 e H11’ — foram atribuidos
aos duplos tripletos, integrados para um, ¢ 1,22 ppm e ¢ 1,39 ppm, respectivamente, devido a
presenca de um pico de correlagdo no NOESY (Figura 17, pigina 52) entre H11 e H4a, além
da auséncia de picos de correlagao entre H11° e H4a ou H11° e H8a. Os atomos H11 e H11”
apresentam um acoplamento geminal de 8,3 Hz e acoplamento vicinal com ambos os prétons
HS e HS, de 1,7 Hz. Em uma primeira andlise, sem o auxilio do NOESY, poderiamos pensar
que o proton H11’, por estar acima da ligagao olefinica, deveria possuir um sinal com menor
deslocamento quimico no espectro de RMN em comparacdo ao seu préton geminal H11, em
virtude da anisotropia diamagnética gerada pelos elétrons  da dupla liga¢do. Segundo a teoria
de Jackman e Pople, podemos imaginar a 4drea de atuacdo da anisotropia diamagnética como
um cone (Figura 18, pagina 53), no qual qualquer préton dentro de sua drea sofre uma
blindagem adicional, enquanto os prétons fora dela (no plano da ligacio C=C) sofrem uma
desblindagem (ABRAHAM; CANTON; GRIFFITHS, 2001). Todavia, pesquisas realizadas
com derivados de norboranos ao longo dos anos t€ém demonstrado que os prétons de ponte de
metileno que estdo acima da dupla ligagdo podem possuir um maior valor de deslocamento
quimico quando comparados com seus préotons geminais (RESENDE; ALVARENGA;
WILLOUGHBY, 2015). Célculos da equagdo de McConnel, modificados por Nakagawa,
demonstram que, para a molécula 2-norboreno, o préton Hsyn da ponte de metileno estad
localizado préximo a borda do cone de blindagem, de modo que qualquer adi¢ao de grupos a
molécula pode fazer com que Hgyn entre no espaco do cone aumentando a sua blindagem, ou
entdo seja afastado do cone, levando a desblindagem do préton (MAZZOLA; LAMBERT;
RIDGE, 2018). De posse dessas informacdes, podemos inferir que a geometria do aduto da
Diels-Alder analisado nesse trabalho contribui para atastar H11> do cone de blindagem, tendo
como resultado um maior valor de deslocamento quimico quando comparado com seu préton
geminal H11.

Figura 18 - Exemplo do cone de blindagem para o eteno.

Fonte: ABRAHAM; CANTON; GRIFFITHS, 2001
Com todos os protons ja assinalados, € simples associarmos 0s carbonos restantes aos

seus respectivos sinais utilizando os espectros HETCOR (Figura 16, piagina 51) e HMBC
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(Figura 15, pagina 50). C4a e C8a sdo assinalados aos sinais em o 40,6 e 43,8 ppm,
respectivamente, devido aos picos de correlacio com H4a e H8a no HETCOR (Figura 16,
pagina 51). Por estarem mais préximos a dupla ligacdo carbono-carbono, os sinais dos atomos
CS5 e C8 aparecem na regiio mais desblindada do espectro de RMN de '*C, quando comparados
a seus vizinhos C4a e C8a. Os carbonos C5 e C8 foram assinalados aos sinais em ¢ 46,9 € 47,4
ppm, respectivamente, por conta de picos de correlacio com H5 e H8 no HETCOR (Figura 16,
pagina 51). Finalmente, os carbonos olefinicos C6 e C7 foram assinalados aos sinais d 135,8 e
136,5 ppm, respectivamente, tendo em vista os picos de correlacdo com os prétons H4a e H8a
no HETCOR (Figura 16, pagina 51).
A estrutura candidata 3d, apds a andlise completa dos dados espectroscopicos
experimentais de RMN, mostrou-se como a estrutura que melhor se adequa aos dados. A

atribuicdo dos sinais de RMN esta copilada na Tabela 2 (pagina 54).

Tabela 2 - Dados de RMN do aduto 3d em CDCls: Deslocamentos quimicos experimentais
(Sexp), multiplicidades (m), constantes de acoplamento (J) de correlagdes COSY e NOESY.

Carbono °C™®  Proton 0Hexp (ppm) m, J (Hz) COSY NOESY
(ppm)
C1 171,8 - - -
C3 73,7 H3 4,85 (d, J=10,9 Hz, 1H) H3' H3'
H3' 4,40 (d, J=10,9 Hz, 1H) H3 H3, H4a
C3a 77,9 - - _
C4 54,6 H4 2,57 (m, 1H) H10' H4a, H10, H10'
C4a 40,6 H4a 2,24 (ddd,J=8,2,39,1,1 Hz, IH) HS5, H8a H5, H11
C5 46,9 HS 2,98 (m, 1H) H4a, H6, H11, H11' H4a, H6, H11, H11'
Cé 135,8 H6 6,05 (m, 1H) H5 HS5, H7, H10'
C7 136,5 H7 6,05 (m, 1H) H8 H6, H8, H10'
C8 474 HS 2,98 (m, 1H) H7, H8a, H11, H11' H7, H8a, H11, H11'
C8a 43,8 HS8a 2,18 (ddd, J =8,5,4,0, 1,1 Hz, IH) H4a, H8 H4a, H8, H11
C9 54,3 H9 2,71 (m, 1H) H10, H10' H8a, H10, H10'
C9a 76,0 - - _
C10 33,9 H10 1,83 (m, 1H) H4, H9, H10' H4, H9, H10'
H10' 2,68 (m, 1H) H4, H10 H4, H9', H10
C11 53,6 H11 1,22 (dt, J = 8,3, 1,7 Hz, 1H) HS5, H8, H11' HS, H4a, HS, H11'
H11' 1,39 (dt, J = 8,3, 1,7 Hz, 1H) HS5, H8, H11 HS5, HS, H11

Ap0s a andlise preliminar dos dados experimentais de RMN, foi feito o calculo tedrico
com as oito estruturas candidatas (Esquema 1, pdgina 35) para confirmar a anédlise realizada.
Os deslocamentos quimicos calculados para o RMN de 'C e 'H, no nivel de teoria B3LYP/6-

311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p), foram obtidos para as oito estruturas candidatas (3a-3h)
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e, em seguida, comparados lado a lado com os dados experimentais de RMN, ja com os
respectivos carbonos e hidrogénios assinalados. A primeira andlise estatistica realizada para
avaliar a qualidade do ajuste entre os dados calculados e experimentais foi a andlise estatistica
MAE, na qual a estrutura candidata 3d apresentou 0,07 e 2,4 para os dados de hidrogénio e
carbono, respectivamente. Enquanto isso, as outras sete estruturas candidatas apresentaram
valores muito superiores, conforme demonstra a Tabela 3 (pagina 55). Quanto menores os

valores do MAE, mais os dados tedricos assemelham-se aos dados experimentais.

Tabela 3 - Anilise de MAE e DP4 para os dados de RMN de *C e 'H das estruturas candidatas
3a-3h apos a identificacdo dos sinais.

MAE Probabilidade DP4 (%)
Estruturas candidatas q 15C 13C o 'H H BC
3a 0,24 6,3 0 0,5 0
3b 0,29 45 0 0 0
3c 0,27 27 0 0 0,1
3d 007 24 100 99,5 99,9
3e 0,32 373 0 0 0
3f 0,31 3.5 0 0 0
3g 032 3,7 0 0 0
3h 0,37 5,7 0 0 0

Apoés a andlise estatistica pelo MAE, os deslocamentos quimicos tedricos calculados
para as estruturas candidatas 3a-3h, no nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-
31+G(d,p), com solvatagdo em cloroférmio, juntamente com os deslocamentos quimicos
experimentais, foram organizados e transferidos para uma aplicacdo disponivel no site
http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/. Esse site possui uma ferramenta simples que
permite a andlise estatistica por DP4 e CP3, necessitando apenas de um navegador compativel
com JAVA. Os dados foram submetidos a andlise estatistica de DP4, de modo a avaliar a
qualidade do ajuste entre os resultados tedricos e experimentais de RMN. A andlise estatistica
de DP4 compara separadamente os dados de carbono e hidrogénio para, entdo, fazer uma andlise
combinada de carbono e hidrogénio dos dados. Sendo assim, quanto maior a probabilidade
atribuida pelo DP4, melhor a qualidade do ajuste entre os dados de RMN experimentais e
tedricos.

Pelo resultado do DP4, os deslocamentos quimicos experimentais de '°C e 'H estdo
muito mais proximos aos valores tedricos esperados para a estrutura candidata 3d, quando

comparado as demais estruturas candidatas, tendo uma probabilidade de 100% para os dados
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combinados de '°C e 'H (Tabela 3, pagina 55). As andlises estatisticas de MAE e DP4 foram
convergentes para indicar que os deslocamentos quimicos teéricos d¢ RMN de °C e 'H para a
estrutura 3d apresentam o melhor ajuste para com os dados de RMN experimental.

Os dados obtidos pela metodologia do cdlculo computacional estdo de acordo com a
interpretacdo feita dos dados experimentais de RMN, de modo a indicar que a estrutura
candidata 3d € a estrutura correta para o aduto da reacdo de Diels-Alder realizado nesse

trabalho.

2.5 Conclusao

A estrutura de uma nova lactona pentaciclica foi determinada como rac-
(3aR,4S,4aS,5R,8S,8aR,9R,9a5)-3a,9a-dicloro-3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octaidro-4,9:5,8-
dimetanonafto[2,3-c]furan-1(3H)-ona (3d). A configuracdo relativa dos compostos (3d) foi
determinada pela andlise do mecanismo da reagdo e pelos estudos dos espectros de RMN. Os
célculos tedricos foram realizados para oito diastereoisdmeros candidatos (3a-3h) e a anélise

estatistica de MAE e DP4 foi empregada para confirmar qual era a estrutura correta (3d).
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3 CAPITULO II: Elucidagdo estrutural de um novo alcaloide pirrolizidinico isolado da

Crotalaria retusa L.
3.1 Introducao

Alcaloides pirrolizidinicos, ou alcaloides de pirrolizidina, sdo um grupo de metabolitos
secundarios encontrados em muitas plantas e conhecidos pela sua elevada toxicidade para
animais e humanos, sendo categorizados como citotéxicos, genotdxicos e cancerigenos (HE et
al., 2019; JANK; RATH, 2017; KOPP et al., 2019). Estes alcaloides estdo presentes em uma
grande variedade de angiospermas e mais de seis mil plantas ja foram identificadas com a
presenca desses metabolitos, sendo uma delas a Crotalaria retusa L., conhecida popularmente
no Brasil como “guizo de cascavel” ou “chocalho de cobra” e, no exterior, como “rattlebox”
ou “snake rattle” (SINAN et al., 2020). Casos de intoxicacao de equinos (NOBRE et al., 2004),
ovinos (CARVALHO; DANTAS; MEDEIROS, 2011; NOBRE et al., 2005), bovinos
(QUEIROZ et al., 2013) e caprinos (MAIA et al., 2013) pela ingestao da Crotalaria retusa L.
tém sido documentados ao longo dos anos no Brasil. Em contrapartida, essa leguminosa,
encontrada em regides tropicais e subtropicais, também ¢ utilizada em diversas medicinas
tradicionais naturais ao redor do mundo (DE FIGUEIREDO; LINDOSO SILVA, 2018;
ROUAMBA et al., 2018). Os alcaloides pirrolizidinicos, presentes em plantas como a
Crotalaria retusa L., j& demonstraram na literatura atividades bioldgicas interessantes, como
os nematicidas, o que abre caminho para novas pesquisas com esses produtos naturais, seja para
obten¢do de novos agroquimicos, seja para sintese de derivados com menor citotoxicidade
(BOPPRE; THODEN, 2010; MONDAL et al., 2019).

A determinacdo estrutural de um produto natural inédito é o primeiro passo para
compreendermos as propriedades fisico-quimicas do composto e o seu modo de atuac@o. Nessa
perspectiva, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear tem se tornado a principal
técnica para a determinacdo estrutural de novas moléculas, pois € capaz de fornecer,
virtualmente, todos os dados necessarios para a interpretacdo inequivoca da estrutura molecular,
desde que seus experimentos sejam conduzidos de forma correta e haja elevado grau de pureza
do composto que esta sendo estudado. O RMN € uma técnica ndo destrutiva e, quando aliada a
equipamentos de ultima geracdo, pode ser realizada com baixa quantidade de amostra, como
um miligrama (MCALPINE et al., 2019; NAVARRO-VAZQUEZ; GIL; BLINOV, 2018).

Apesar de apresentarem muitos pontos positivos, os experimentos de RMN possuem
limitagdes e estao sujeitos, como qualquer método, a falhas humanas, tanto na interpretagcdo dos

dados quanto no manuseio do equipamento, como provam os diversos casos na literatura de
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produtos naturais com atribui¢des incorretas para suas estruturas. A sintese total € uma
alternativa para corrigir tais erros (RAO et al., 2016), todavia, sua implementacdo demanda o
uso de muitos recursos e tempo, o que a torna invidvel em inimeros cendrios.

Uma alternativa para a elucidacio da estereoquimica de produtos naturais, que requer
um uso menor de recursos, € a utilizacdo da quimica tedrica computacional aliada a
espectroscopia de RMN (ALVARENGA et al.,2019; DA COSTA RESENDE; ALVARENGA,
2016; KRIVDIN, 2019b; MORAES et al., 2018; RESENDE; ALVARENGA;
WILLOUGHBY, 2015; TEIXEIRA; ALVARENGA, 2016). A andlise para indicar qual
estrutura candidata proposta € a correta para a molécula que estd sendo estudada é feita por
meio da comparagdo dos dados experimentais e calculados de RMN, utilizando uma variedade
de métodos estatisticos, como o CP3, DP4, CMAE e MAE. Primeiramente, o MAE ¢é uma
medida dos erros entre os deslocamentos quimicos calculados (Jcaic) € experimentais (Jexp) de
RMN. O DP4 procura assinalar os deslocamentos quimicos calculados de RMN de um conjunto
de estruturas candidatas, com os deslocamentos quimicos de RMN experimentais de uma tnica
estrutura real, de modo a verificar qual estrutura candidata possui maior similaridade com os
dados de RMN experimentais. O CP3 ¢ utilizado quando possuimos os dados de RMN
experimental de duas ou mais moléculas que sdo diastereoisdmeros entre si, € estes dados sdao
comparados a um mesmo numero de estruturas candidatas das quais possuimos os dados
calculados de RMN (ERMANIS et al., 2017; GRIMBLAT; SAROTTI, 2016; SMITH;
GOODMAN, 2009, 2010).

Nosso grupo de pesquisa ja trabalhou com plantas do género Crotalaria, nomeadamente
a Crotalaria paulina L, 1solando e identificando, por métodos espectroscopicos auxiliados por
calculos tedricos computacionais, os alcaloides Monocrotalina (4) e Etilcrotalina (5) (Figura
19, pagina 58) (OLIVEIRA et al., 2017, 2018). Os alcaloides macrociclicos possuem uma
amina terciaria conhecida como “base necina” (FU et al., 2004), que é composta por anéis
fundidos de cinco membros com cabecgas de ponte contendo dtomos de carbono e nitrogénio,
além de uma dupla ligac¢do na posi¢ao C1-C2.

Figura 19 - Alcaloides macrociclicos isolados da Crotalaria paulina L.
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Continuando a linha de nosso grupo de pesquisa — focada em sintese de novas moléculas
bioativas (RODRfGUEZ—HERNANDEZ et al., 2019), isolamento de produtos naturais
(SEIXAS et al., 2018) e elucidagdo estrutural (CASTANEDA et al., 2019) — nesse trabalho
apresentaremos o processo de isolamento e de elucidagao estrutural de um novo alcaloide
pirrolizidinico (6h) extraido da Crotalaria retusa L. O isolamento e a purificagdo do alcaloide,
que serdo brevemente abordados nesse texto, foram realizados pela pesquisadora Gabriella
Almeida de Moura. A combinagio de experimentos de RMN com cdlculos de DFT foi utilizada
para propor a estrutura desse alcaloide. A parte de elucidac@o do alcaloide foi realizada pelo

autor dessa tese.

3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Material vegetal

As sementes da Crotalaria retusa L. foram cultivadas no jardim da Horta Velha, no
campus da Universidade Federal de Vicosa, e as partes aéreas foram colhidas entre setembro e
novembro de 2017. Uma exsicata foi depositada no Herbario do Departamento de Botanica da

Universidade Federal de Vigosa sob o niimero VIC 45165.

3.2.2 Extracao e isolamento

As folhas coletadas da Crotalaria retusa L. (8 kg) foram submetidas a secagem em
estufa de circulacdo de ar forcada, a temperatura de 50 °C durante o periodo de 24 horas. Em
seguida, as folhas secas (1 kg) foram trituradas em um liquidificador Willy (TECNAL
equipment, TE 650, Brasil). Apds as folhas serem trituradas, elas foram transferidas para um
recipiente, sendo adicionado etanol (1 L) para a realizacdo da extracdo. Durante 24 horas, a
mistura entre o pé das folhas e o solvente foi agitada em intervalos de tempos regulares, a
temperatura ambiente. Completado esse tempo, o solvente foi separado por filtracdo simples e
o residuo foi extraido mais uma vez com um litro de etanol. Esse processo foi repetido trés
vezes, totalizando trés litros de extrato etandlico. O solvente foi removido sobre pressao
reduzida, a temperatura de 40 °C, levando a um extrato cru de 98 g. O residuo foi adicionado a
200 mL de uma mistura 1:1 (V/V) éacido sulftrico e cloroférmio, a qual foi separada utilizando
um funil de separagdo. A fragdo 4cida resultante foi submetida duas vezes a uma extracdo com
50 mL de cloroférmio, a fim de separar a fracdo dos alcaloides ionizados das demais aminas

presente na mistura. Logo apds, foi adicionado 5 g de p6 de zinco a fragdo acida, a qual ficou
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sobre repouso por cinco horas a pH controlado entre 1 e 2, com a finalidade de reduzir os N-
6xidos de aminas. Hidroxido de amonio aquoso (25%) foi utilizado para ajustar o pH do meio
para valores alcalinos (12 a 14), sendo, em seguida, extraida a mistura com etanol e cloroférmio
(4:1, 3 vezes, 25 mL). As fracdes orgdnicas foram concentradas a pressio reduzida e o residuo
foi purificado em coluna cromatografica de silica-gel, levando a obtencdo de 32,9 mg do
alcaloide pirrolizidinico (OLIVEIRA et al., 2018; TRIGO et al., 1996).

O alcaloide isolado (32,9 mg), obtido apds a purificacdo por coluna de silica gel, foi
submetido a andlise no HPLC em modo isocratico, utilizando uma mistura de dgua:acetonitrila:
hidréxido de amdnio (65:35:0,5 V/V) apH 11 + 0,5, pelo periodo de 16 minutos. Foi injetado
manualmente um volume de 20 pL. O fluxo da mistura foi mantido constante a uma velocidade
de 0,7 mL/min utilizando uma coluna de C18, com dimensdes 250.00 mm x 3.0 mm 5 pm. Os
dados cromatograficos foram obtidos, analisados e armazenados em 210 nm. As fracdes foram

liofilizadas levando a 5,3 mg do alcaloide pirrolizidinico (OLIVEIRA et al., 2018).

3.2.3 Instrumentacio

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker Avance DRX-400
400 MHz. A temperatura do instrumento de RMN foi controlada em 25 °C durante a aquisi¢do
dos espectros. Os deslocamentos quimicos foram salvos na unidade de 0 em ppm e as constantes
de acoplamento em Hz. Os deslocamentos quimicos foram referenciados segundo o residuo de
CHD-0D (6 = 3,1 ppm) para os espectros de 'H e CD30D (6 = 49,0 ppm) para os espectros de
13C.

3.2.4 Parte computacional

A busca conformacional foi realizada para as oitos estruturas candidatas 6a-6h (Figura
20, pdgina 62), valendo-se do programa Maestro 2018-1 (versdao 11.5.011) (MAESTRO;
SCHRODINGER, 2019). Os conférmeros foram submetidos & otimizacdo de geometria e
frequéncia utilizando a DFT no nivel de teoria M06-2X/6-31+G(d,p). Os deslocamentos
quimicos foram obtidos pelos valores do tensor de blindagem do RMN, o qual foi calculado
para cada estrutura candidata utilizando o nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p) no programa
Gaussian 16 (FRISCH et al., 2016). Os tensores de blindagem de cada niicleo foram convertidos
em deslocamento quimicos pela subtracdo dos tensores de blindagem calculados para o TMS

utilizando o mesmo nivel de teoria (‘H = 31,8757; '3C = 184,0352). Essas operacdes foram

repetidas para cada estrutura candidata (6a-6h). A solvatagdo foi considera nos calculos pela
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utilizacao do modelo continuo IEFPCM (TOMASI; MENNUCCI; CANCES, 1999) durante
os processos de otimizacgdo e cdlculos dos tensores de blindagem.

O conjunto dos dados experimentais foi comparado ao dos dados calculados para
determinar os valores de CMAE (SAROTTI, 2013). Para obter os valores de CMAE para cada
estrutura candidata, uma regressdo linear foi realizada em um grafico dos deslocamentos
quimicos calculados (dcaic) pelos deslocamentos quimicos experimentais (Jexp), utilizando os
dados de RMN de 'H e *C. Com os valores de coeficiente angular (inclinacdo da reta) e
coeficiente linear (intercepto), o dscaled de cada estrutura candidata foi obtido.

Finalmente, o CMAE foi calculado pela somatdria do valor absoluto de dexp € Jscaled para
todos os N-nucleos, dividido pelo nimero total de N-nudcleos. Os deslocamentos quimicos
calculados de 'H e '*C, encontrados utilizando o nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-
2X/6-31+G(d,p), bem como dados adicionais, se encontram nas Tabela 22 (pagina 149) até a
Tabela 30 (pigina 157).

A probabilidade da qualidade do ajuste foi determinada usando o método DP4, descrito
por Goodman (SMITH et al., 2010). A anélise de DP4 foi realizada submetendo os dados de
deslocamento quimico experimentais e calculados na ferramenta de andlise de DP4 disponivel

em http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/.

3.3 Dados para o composto 6h

Formula molecular: CisH23NOs

Massa molar: 309,36 g/mol

3.4 Resultados e discussao

A demanda por novas drogas para o tratamento de doencas complexas, como o cancer,
tem aumentado exponencialmente no século XXI. Nesse contexto, os produtos naturais t€m um
papel importante, visto que muitos deles possuem bioatividades fascinantes (em alguns casos,
até mesmo indesejadas), estimulando o interesse na pesquisa desses compostos para as suas
aplicacdes farmacoldgicas ou até servindo como molde para a sintese de novas moléculas
organicas (THAWABTEH et al., 2019; YANG et al., 2020). Cerca de 3% das plantas floriferas
possuem algum alcaloide pirrolizidinico em sua composi¢do, incluido o género Crotalaria
(BABA; UCHENDU; NJOKU, 2019), o qual nosso grupo de pesquisa tem trabalhado nos

ultimos anos, isolando e identificando novos compostos (OLIVEIRA et al., 2018).
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O extrato da Crotalaria retusa L. foi purificado por HPLC, obtendo-se o alcaloide, o
qual foi identificado por espectroscopia de RMN associada a cdlculos de DFT. Ao realizar uma
andlise preliminar dos dados de RMN, foi possivel reconhecer a similaridade dos espectros do
alcaloide isolado com outro alcaloide pirrolizidinico estudado anteriormente pelo nosso grupo
de pesquisa, a monocrotalina (Figura 19, pigina 58). Desse modo, nosso ponto de partida foi
considerar a estrutura do alcaloide isolado como similar a estrutura dos alcaloides de
pirrolizidina. Devido a semelhanca nos deslocamentos quimicos dos nicleos do esqueleto
pirrolizidinico do alcaloide isolado com outros compostos reportados na literatura, decidimos
alternar a estereoquimica da parte superior do macrociclico (nos carbonos C12, C13 e C14).
Essa estratégia levou a oito estruturas candidatas (6a-6h), possibilitando o uso mais efetivo dos
recursos para os calculos tedricos (Figura 20, pagina 62). O alcaloide pirrolizidinico possui um
esqueleto de necina atrelado a um derivado do 4cido pentanodidico para formar um macrociclo
de onze membros. Para maior clareza na interpretacdo dos espectros de RMN, os hidrogénios
representados acima do plano da molécula serdo demarcados como Hx’ (x é o nimero do
carbono ao qual o hidrogénio esta ligado).

Figura 20 - Estruturas candidatas 6a-6h. Entre colchetes € apresentada a estrutura
candidata correta (6h).
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Fonte: O autor.

No espectro de RMN de 'H (Figura 21, pagina 66), o préton olefinico H2 foi observado
como um dupleto de tripleto, integrado para um, em ¢ 6,10 ppm, com um acoplamento vicinal
de 2,2 Hz com os hidrogénios H3 e H3’, além de um acoplamento a longa distancia (*J) de 2,1
Hz com o hidrogénio HS8. Esses acoplamentos podem ser visualizados no espectro de COSY

(Figura 22, pagina 67). A mesma constante de acoplamento, observada entre H2/H3 e H2/H3’,
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ocorre devido ao angulo diedro ser muito similar entre esses pares de prétons (58,2° e 60,8°).
Ap6s assinalarmos o hidrogénio H2, foi simples identificar um dos carbonos olefinicos C2,
como o sinal em J 135,8 ppm no espectro de RMN de '°C (Figura 23, pagina 68), devido ao
forte pico de correlagdo com H2 no HSQC experimento de correlacdo heteronuclear de quantum
unico (HSQC, do inglés Heteronuclear Single Quantum Correlation, Figura 24, pagina 70). O
outro carbono olefinico C1 foi identificado por exclusdo como o pico em ¢ 134,5 ppm. Além
disso, pelos dados da técnica de intensificacdo sem distor¢do por transferéncia de polarizagdo-
135 (DEPT, do inglés Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, Figura 25, pagina
70), o pico em o0 134,5 ppm ndo aparece no espectro, o que € mais uma forma de confirmar a
atribuicdo desse sinal a C1. Ambos os carbonos — C1 e C2 — aparecem em regides do espectro
de RMN de °C carateristicas de carbonos de ligacdo dupla.

Protons H3 e H3’ foram assinalados, pela andlise dos mapas de contorno COSY (Figura
22, pagina 67), como os multipletos, integrados para um, em ¢ 3,79 - 3,90 e 3,44 - 3,54 ppm,
respectivamente. Esses valores de deslocamentos quimicos estdo condizentes com valores
encontrados na literatura para essa familia de produtos naturais (NOORWALA et al., 2000;
RYCROFT; STIRLING; ROBINS, 1992). Além disso, ambos os atomos H3 e H3’ apresentam
um pico de correlacdo no HSQC (Figura 24, pagina 70), com o sinal assinalado para o carbono
C3,em ¢ 61,7 ppm.

O sinal do multipleto em ¢ 4,30 - 4.40 ppm, integrado para um, foi atribuido ao préton
HS8, devido aos picos de correlagdo no COSY (Figura 22, pagina 67) com os prétons H3 e H3’,
com destaque ao pico de corre¢do mais intenso entre H3” e H8. Outro pico de correlagdo forte
no mapa de contorno COSY (Figura 22, pagina 67) pode ser observado entre o hidrogénio H8
e o segundo sinal mais desblindado no espectro de RMN de 'H (Figura 21, p4gina 66), 6 5,06
ppm. Esse sinal estd um pouco acima da regido do espectro referente a prétons o ao oxigénio
da ligagao simples de ésteres (3,5 a 4,8 ppm) (PAVIA et al., 2010). Ao observamos as estruturas
candidatas (6a-6h), é possivel notar que hé apenas trés prétons a a oxigénios de grupos ésteres,
sendo eles H7, H9 e H9’. Pelo espectro de HSQC (Figura 24, pigina 70), podemos perceber
que o sinal em ¢ 5,06 ppm possui uma correlagdo com o carbono em ¢ 76,2 ppm, que, por sua
vez, ndo possui outros picos de correlacdo. Assim sendo, com base nessas informagdes, foi
possivel deduzir que o duplo duplo dupleto (ddd), integrado para um, em ¢ 5,06 ppm,
corresponde ao hidrogénio H7, e o sinal em ¢ 76,2 ppm, ao carbono C7 ligado ao oxigénio de
um dos grupos carboxilicos do alcaloide.

Os hidrogénios H6 e H6’, enquanto os prétons mais blindados do esqueleto

pirrolizidinico, foram assinalados ao multipleto, integrado para dois, em ¢ 2,03 - 2,12 ppm
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gracas a um pico de correlagao no COSY (Figura 22, pagina 67) com H7. O mapa de contorno
COSY (Figura 22, pagina 67) também mostra picos de correcdo dos prétons H6 ¢ H6’ com
dois duplo duplo dupletos (ddd), integrados para um, em ¢ 2,66 ppm e 3,13 ppm. Ao
analisarmos o HSQC (Figura 24, pigina 70), vemos que ambos os sinais se acoplam com
apenas um carbono, em ¢ 54,1 ppm, o que indica que esses hidrogénios estdo ligados a0 mesmo
carbono. Finalmente, pelo COSY (Figura 22, pigina 67), constatamos que esses dois sinais de
prétons so6 possuem picos de correlagdo entre si e com os protons H6 e H6”. Concluimos, assim,
que esses sinais, 0 2,66 ppm e 3,13 ppm, sdo referentes aos pares de proétons H5/HS’.

Para discernirmos com exatidao qual sinal pertence a H5 e qual pertence a H5’, foi
necessdrio realizar um estudo cuidadoso sobre as constantes de acoplamento apresentadas por
seus sinais. O sinal em ¢ 2,66 ppm possui as seguintes constantes de acoplamento: J = 6,8 Hz,
9,4 Hz e 9,4 Hz. J4 o sinal em ¢ 3,13 ppm apresenta menores constantes: J = 3,8 Hz, 6,1 Hz e
9,4 Hz. Com base nesses valores, podemos inferir que o préton em 0 2,66 ppm se acopla mais
fortemente com seus vizinhos (H6 ¢ H6”) do que o préton em ¢ 3,13 ppm. Um fator que
influencia diretamente a constante de acoplamento € o angulo diedro entre os prétons. Os
angulos diedros, na estrutura candidata 6h, entre H5/H6, H5/H6’, H5’/H6 ¢ H5’/H6’ sdo
importantes para relacionarmos as constantes de acoplamento com os prétons H5 e H5’. Os
angulos diedros entre HS/H6 ¢ H5’/H6’ apresentam valores similares (44,1° e 41,8°), o que
indica que eles devem possuir valores de J proximos de acordo com a equacdo de Karplus
(THUREAU et al., 2019). Entretanto, o angulo diedro H5’/H6 € de 164,6° o que leva a uma
maior constante de acoplamento quando comparado ao angulo diedro de 78,6° entre HS/H6’.
Entdo, segundo a equacdo de Karplus (THUREAU et al., 2019), as constantes de acoplamento
para H5’ serdo maiores do que aquelas para HS, sendo assim, o sinal ¢ 2,66 ppm foi assinalado
a H5’ e 6 3,13 ppm ao dtomo HS. Os dois dupletos, integrados para um, em 0 4,76 e 4,67 ppm,
foram assinalados a H9 e H9’, respectivamente. Por fim, os sinais dos carbonos C5, C6, C8 e
C9 foram assinalados aos sinais ¢ 54,1 ppm, 34,2 ppm, 77,5 ppm e 60,8 ppm, devido aos picos
de correlacdo presentes no HSQC (Figura 24, pagina 70) com seus devidos prétons.

Passando para a andlise da parte superior do macrociclico, podemos notar pelo DEPT-
135 (Figura 25, pagina 70), que trés sinais de carbonos em ¢ 77,5 ppm, 175,9 ppm e 176,4 ppm
nao possuem hidrogénios. Observando as oito estruturas candidatas (Figura 20, pagina 62),
concluimos que apenas trés carbonos ainda ndo assinalados nao possuem prétons ligados a si:
C11, C14 e C15. Dente eles, apenas C14 ndo € um carbono de carbonila, tendo ligado a si uma
hidroxila. Como o deslocamento quimico de carbonos carbonilicos € muito superior a carbonos

ligados a hidroxilas, foi possivel assinalar o sinal em ¢ 77,5 ppm ao carbono C14, condizente
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com a regido do espectro de RMN de '*C para carbonos ligados a hidroxila (J 40,0 - 80,0). Os
trés hidrogénios H19 sao identificados como simpleto, integrado para trés, em ¢ 1,39 ppm. Este
sinal ndo apresenta contornos de correlacio no COSY (Figura 22, pigina 67), demonstrando
que esses prétons ndo possuem hidrogénios vizinhos. Pelo espectro de HSQC (Figura 24,
pagina 70), é possivel observar um pico de correlacdo entre H19 e o carbono C19 em ¢ 27,1
ppm. O sinal do carbono de C15 foi assinalado ao sinal em ¢ 175,9 ppm por conta de um pico
de correlacdo com H19 no HMBC (Figura 26, pagina 71). Por fim, o sinal mais desblindado
do espectro de RMN de C' foi atribuido ao carbono carbonilico em & 176,4 ppm.

Os dupletos de quartetos (dq), integrados para um — H12 e H13 — foram atribuidos aos
sinais em o0 3,01 ppm e 1,70 ppm, respectivamente. O dtomo H12 foi atribuido ao dupleto de
quarteto mais desblindado por estar na posicdo a a carbonila em C11. O dupleto de quarteto
mais blindado foi assinalado ao préton H13, tanto por ele ser vizinho ao carbono da hidroxila
quanto pelo seu pico de corre¢do com C14 no HMBC (Figura 26, pigina 71). O dupleto,
integrado para trés, do préton mais desblindado em ¢ 1,11 ppm, foi atribuido a H18, devido a
sua constante de acoplamento (J = 7,5 Hz) possuir o mesmo valor de uma das duas constantes
de acoplamento do dupleto de quarteto de H13. De modo similar, H17 foi assinalado ao dupleto,
integrado para trés, em 0 1,12 ppm, por possuir a mesma constante de acoplamento (J = 7,2 Hz)
que o dupleto de quarteto em H12. Por dltimo, os sinais dos carbonos C12, C13, C17 e C18
foram assinalados aos sinais 0 38,5 ppm, 50,0 ppm, 18,5 ppm e 11,3 ppm por causa dos picos
de correlagc@o com seus devidos prétons presentes no HSQC (Figura 24, pagina 70).

Ap6s assinalar todos os sinais, comecando pelo RMN de 'H (Figura 21, pagina 66) e
COSY (Figura 22, pagina 67), foi possivel estabelecer os sistemas de spin: A CH2(C5)-
CH2(C6)-CH(C7)-CH(C8)-C(C1)-CH(C2)-CH2(C3)-[CH2(C9)]; B  CH3(C17)-CH(C12)-
CH(C13)-CH3(C18); C CH3(C19). O préximo passo foi analisar o espectro de HMBC (Figura
26, pagina 71) para estabelecer como os carbonos hidrogenados e ndo hidrogenados estavam
conectados entre si. As correlagdes de C1 para H9, C5 para H3 e C8 para H2 sdo evidéncias da
conectividade do esqueleto pirrolizidinico (fracdo A). Os picos de correlacio C14/H13,
C14/H18, C14/H19 e C13/H19 no HMBC (Figura 26, pagina 71) indicam que os sistemas B e
C estdo interconectados através do carbono quaterndrio C14 (C-OH), definindo a sequéncia de
ligacdo C11-C12-C13-C14-C15. A posicdo relativa da carbonila C11 foi definida pelas
correlagdes com H9 e H12, bem como a carbonila C15, com as correlacdes com H13 e HI19.
Dessa forma, a estrutura do produto natural foi estabelecia como um alcaloide de pirrolizidina

com um macrociclo de onze membros, tal como ilustra a Figura 27 (pagina 72).



Figura 21 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D, 25 °C) do composto 6h.
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Figura 22 - Correlagdes COSY para o composto 6h.
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Figura 23 - Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDsOD, 25 °C) do composto 6h.
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Figura 24 - Correlagdes HSQC para o composto 6h.
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Figura 25 - Espectro DEPT-135 (100 MHz, CD30D, 25 °C) do composto 6h.
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Figura 26 - Correlagdes HMBC para o composto 6h.
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Figura 27 - Correlagdes chaves de COSY e HMBC para o composto 6h.

Fonte: O autor.

A estereoquimica relativa da molécula inédita proveniente da Crotalaria retusa L. foi
confirmada pelo uso de cdlculos teéricos de deslocamento quimico de RMN de 'H e 3C
utilizando as estruturas candidatas, 6a-6h (Figura 20, pagina 62). Os célculos foram realizados
no nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p) e os deslocamentos quimicos
calculados foram comparados por métodos estatisticos com os dados experimentais de RMN.
Para avaliar a similaridade entre os dados tedricos e experimentais (Tabela 4, pagina 73), os

métodos DP4 e CMAE foram empregados.



73

Tabela 4 - Dados de RMN para o composto 6h em CD3;OD: Deslocamento quimico
experimental (dexp), multiplicidade (m), constantes de acoplamento (J), picos de correlagdo

COSY e HMBC.
Atomo Ocexp (ppm) Atomo OHexp ppm (m, J Hz, nH) COSY HMBC
C1 134,5 - - - H9, HY'
C2 135,8 H2 6,10 (dt, J = 2,2 Hz, 2,1 Hz, 1H) H3, H3', H8 H9, HY'
C3 61,7 H3 3,83 (m, 1H) H2, H3', HS, H2, HS5, HS'
H3' 3,50 (m, 1H) H2, H3, H8 -
Cs 54,1 HS 3,13 (ddd, J =3,8 Hz, 6,1 Hz, 9,4 Hz, 1H) HS5', H6/H6’ H3, H3'
HS' 2,66 (ddd, J = 6,8 Hz, 9,4 Hz, 9,4 Hz, 1H) HS5, H6/H6’ -
Cé 34,2 H6/H6> 2,07 (m, 2H) HS5, HS', H7 HS5, HS'
C7 76,2 H7 5,06 (ddd, J = 3,0 Hz, 4,3 Hz, 5,9 Hz, 1H) H6, H6’, H8 -
C8 77,5 HS 4,35 (m, 1H) H2, H3, H3', H7 H2, H9, HY'
C9 60,8 H9 4,76 (d, J = 11,7 Hz, 1H) HY' H2
HY' 4,67 (d, J=11,7 Hz, 1H) H9 -
C11 176,4 - - H9, H9', H12, H13, H17
C12 38,5 H12 3,01 (dq, J = 1,6 Hz, 7,2 Hz, 1H) H13, H17 H13, H17, H18
C13 50,0 H13 1,70 (dq, J = 1,6 Hz, 7,5 Hz, 1H) H12, H18 H12, H17, H18, H19
C14 77,5 - - - H12, H13, H18, H19
C15 175,9 - - - H13, H19
C17 18,5 H17 1,12 (d, J=17,2 Hz, 3H) H12 H12, H13
C18 11,3 H18 1,11 (d, J=7,5 Hz, 3H) H13 H12, H13
C19 27,1 H19 1,39 (s, 3H) - -

As anédlises DP4 e CMAE foram efetuadas apds a correlagao linear dos deslocamentos

quimicos calculados de 'H e '*C para as estruturas candidatas (6a-6h). A anlise por regressio

linear, seguida por corre¢do dos valores de deslocamentos quimicos calculados, foi realizada

no programa Microsoft Excel. Os deslocamentos quimicos dos carbonos carbonilicos (C11 e

C15) ndo foram levados em conta durante a andlise de regressdo linear para a corre¢do dos

deslocamentos quimicos no espectro de RMN de °C.

A anélise CMAE foi feita a partir do programa Microsoft Excel. Os deslocamentos

quimicos calculados de RMN para a estrutura 6h apresentaram o melhor ajuste com os dados

experimentais de RMN (0,08 para RMN de 'H e 0,96 para RMN de '°C). A Tabela 5 (p4gina

74) possui os resultados copilados para a andlise estatistica de CMAE.
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Tabela 5 - Andlise CMAE e DP4 para os dados de RMN de 'H e '°C para as estruturas
candidatas 6a-6h apds assinalar os sinais.

CMAE Probabilidade DP4 (%)
Estruturas candidatas H B0 BCelH B3C H
6a 0,19 1,84 0 0,2 0
6b 0,19 1,80 0 0,0 0
6¢ 0,21 1,84 0 0,1 0
6d 0,19 2,13 0 0,0 0
6e 0,20 1,49 0 2,6 0
of 0,15 1,51 0 1,5 0,0
6g 0,23 145 0 1,5 0
6h 0,08 0,96 100,0 94,2 100,0

Para a andlise estatistica DP4, os deslocamentos quimicos experimentais e calculados
de cada estrutura candidata foram organizados e transferidos para a ferramenta on-line no site
http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/, a qual, automaticamente, executa a andlise DP4.
De acordo com os resultados do DP4 (Tabela S, pagina 74), a estrutura candidata 6h apresenta
o melhor ajuste com dados experimentais de RMN. A estrutura candidata 6h obteve 100% de
probabilidade na andlise DP4 ao serem considerados, de forma conjunta, os dados de RMN de
préton e carbono. Quando as probabilidades para carbono e hidrogénio utilizando o DP4 foram
calculadas separadamente, obteve-se os valores 94,2% e 100%, respectivamente.

Em suma, mediante a interpretacdo cuidadosa dos dados de RMN, alinhada a célculos
computacionais de DFT, foi possivel identificar o produto natural isolado da Crotalaria retusa
L. como o alcaloide pirrolizidinico representado pela estrutura candida 6h (Figura 20, pagina

62).

3.5 Conclusao

Um alcaloide pirrolizidinico inédito foi isolado da planta Crotalaria retusa L. e sua
estrutura foi identificada pela combinag¢do da andlise de espectros de RMN ('H, ’C e
bidimensionais) em conjunto com célculos computacionais de DFT. A estrutura do alcaloide
pirrolizidinico isolada foi determinada como a molécula (3S",4R",55",8a'R",13aR")-3-hidroxi-
3,4,5-trimetil-4,5,8,8a',10,12,13,13a-octahidro-2H-[ 1 ,6]dioxacicloundecino[2,3,4-
gh]pirrolizina-2,6(3H)-diona (6h). O uso de métodos computacionais da mecanica quantica,
experimentos de RMN e métodos de andlise estatistica (DP4 e CMAE) foram cruciais para a

elucidacao completa da estereoquimica relativa do produto natural.
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Devido a baixa quantidade de amostra disponivel, ndo foi possivel conduzir outras
andlises, como infravermelho e espectro de massa de alta resolu¢do, para ajudar na identificacao
do produto natural. Espera-se que, em uma nova etapa dessa pesquisa, seja possivel obter uma
maior quantidade de extrato da Crotalaria retusa L., a fim de realizar as andlises
espectroscopicas restantes, bem como outros testes bioldgicos para avaliar seu potencial como

agroquimico ou farmaco.
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4 CAPITULO III: Elucidacdo estrutural por RMN assistido por cdlculos de DFT de um

novo produto natural da Conchocarpus mastigophorus (Rutaceae)
4.1 Introducao

O desenvolvimento de novas substancias para o tratamento de doengas humanas ou para
a protecdo das plantacdes sdo pontos-chaves de interesse para os quimicos ao redor do mundo.
Uma das melhores estratégias utilizadas nesse ramo consiste em investigar as moléculas obtidas
da fauna e da flora contra os sitios ativos de proteinas responsdveis por doengas, sejam elas de
humanos, de animais ou de plantas (LU et al., 2019). Os produtos naturais ainda podem ser
uteis como fonte de inspiracdo estrutural para novas moléculas sintéticas com elevada
seletividade para combater a doenca ou praga alvo, além de baixa toxicidade ao meio ambiente
e aos seres vivos. A fauna e a flora brasileiras apresentam uma biodiversidade impar na natureza
(COLLI-SILVA; PIRANI, 2019), com incontaveis substincias que ainda ndo foram estudadas
ou sequer identificadas, possuindo, um imensurdvel potencial para novos agroquimicos e
farmacos. Um exemplo de planta com grande potencial para a pesquisa quimica € a
Conchocarpus mastigophorus Kallunki (Figura 28, pdgina 77), pertencente a familia Rutaceae,
a qual € endémica do Brasil. Nos tltimos anos, pesquisas destacam a vasta constitui¢ao quimica
que algumas plantas Conchocarpus possuem, por exemplo, a presenga de metabdlitos
secundarios como alcaloides (A. GARCIA CORTEZ et al., 2009), cumarinas (CABRAL et al.,
2012), flavonoides (BELLETE et al., 2012) e terpenos (DE OLIVEIRA et al., 2016). Apesar
dessa riqueza biolégica, menos de um quarto das cinquenta e duas espécies conhecidas de
Conchocarpus — incluindo a Conchocarpus mastigophorus Kallunki — foram estudadas para

um melhor entendimento dos seus potenciais quimicos e bioldgicos (GROPPO et al., 2019).
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Figura 28 - Planta Conchocarpus mastigophorus Kallunki.

Y RiG =l

Fonte: O autor.

Alcaloides acridonas sdo produtos naturais tipicos da familia Rutaceae e um dos mais
comuns alcaloides encontrados do género Conchocarpus (MICHAEL, 2017). A literatura
apresenta alguns exemplos de espécies de plantas do género Conchocarpus com alcaloides
acridonas, como: C. marginatus; C. inopinatus (BELLETE et al., 2012), C. coeruleus; C.
rubrus (AMBROZIN et al., 2005) e C. paniculatus (VIEIRA et al., 1992). E importante
enfatizar que, na literatura, algumas dessas plantas sdo conhecidas por outros nomes, dados
antes de sua reclassificacdo, a saber, Conchocarpus marginatus era conhecida como Angostura
paniculate (KALLUNKI; PIRANI, 1998), enquanto Conchocarpus rubrus e Conchocarpus
coeruleus ja pertenceram ao extinto género Almeidea (POLESELLI BRUNIERA;
KALLUNKI; GROPPO, 2015). Muitos estudos realizados nos ultimos trinta anos tém
evidenciado importantes atividades bioldgicas dos alcaloides acridonas, como antiviral
(SEPULVEDA et al., 2013), moluscicida (VIEIRA et al, 1992), antiparasitirio (C.
MATASYOH et al., 2011), citotéxico (TENG et al., 2005), anti-inflamatério (NAIDOO et al.,
2005), antimicrobiano (CHANSRINIYOM et al., 2009) e inibidor de enzimas.

O género Conchocarpus possui outros produtos naturais além dos alcaloides acridonas.
Virios tipos de alcaloides, incluindo piranoquinolin-2-onas, foram isoladas das folhas e do
caule da Conchocarpus fontanesianus, uma espécie nativa da Floresta Atlantica e popularmente
conhecida como “pitaguara” (CABRAL et al., 2016). Piranoquinolin-2-onas e piperidin-2-onas

possuem em comum a presenca de um anel J-lactama em suas estruturas. Apesar da presenca
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das piranoquinolin-2-onas nas espécies Conchocarpus (AMBROZIN et al., 2008), ndo ha
relatos na literatura sobre a presenca da piperidin-2-onas nesse género.

Lactamas s@o um dos produtos naturais mais iconicos, pois 0 primeiro antibidtico
descoberto pela humanidade foi a penicilina, uma S-lactama produzida pelo fungo Penicillium
Rubens (GAYNES, 2017). Esses compostos heterociclicos, com anéis de quatro a sete
membros, sao normalmente encontrados em fungos, além de existir relatos deles em plantas,
bactérias e animais (CARUANO; MUCCIOLI; ROBIETTE, 2016). Esses compostos
apresentam uma bioatividade com potencial de utilizacdo como antibiéticos (YIMER; HISHE;
TUEM, 2019), anti-histaminico (ALAGAR YADAV et al., 2015) e antiangiogénicos (SYED,
2017). A maior parte da literatura sobre as atividades bioldgicas das lactamas estdo focadas nas
[-lactamas e seu uso como antibiéticos (penicilinas, cefalosporinas e monobactamas) (LISTRO
et al., 2020), entretanto, outras classes de lactamas também tem apresentado excelentes
resultados na pesquisa, como a Dolutegravir, uma J-lactama utilizada no tratamento do HIV
(VENTER et al., 2019). Quimicos organicos sintéticos t€ém demonstrado um interesse em
particular pelas lactamas, ndo apenas pelas rotas sintéticas para derivados de f-lactamas, mas
também pela modificacio estratégica de selecionadas lactamas e lactonas, com o objetivo de
aprimorar sua solubilidade em meio aquoso, acarretando aumento da atividade bioldgica
(WANG et al., 2020).

A elucidacdo estrutural de um novo produto natural é o primeiro passo para
compreender os potenciais quimicos e biologicos dessas moléculas. A espetroscopia de
ressonancia magnética nuclear € uma das melhores ferramentas na atualidade para realizar esta
tarefa. A popularizacdo de aparelhos de RMN com sistemas de imas de alta capacidade,
chegando a alcangar valores superiores a 800 MHz, além do emprego de usos de softwares
focados para a andlise e tratamento de dados de espectros de RMN abriram caminho para a
andlise de moléculas cada vez mais complexas. Apesar de avancos considerdveis na
espectroscopia de RMN nos ultimos 30 anos, a técnica ainda apresenta algumas limitacoes.
Para superar esses limites e aumentar ainda mais a sua aplicabilidade, a quimica computacional
tem fornecido novas ferramentas para prever as propriedades espectroscopicas de compostos
organicos. Tais ferramentas sdo indispensaveis durante o trabalho de identificacdo de novas
moléculas (LAURO et al., 2020).

Uma implementacdo tipica nesse contexto visa a combinar os dados de RMN
experimentais com os dados tedricos de RMN, oriundos de cédlculos de mecanica quantica, para
a elucidagdo estereoestrutural de novas moléculas organicas. Como cada estereoisdmero possui

um valor de deslocamento quimico e multiplicidade caracteristico em seus espectros de RMN
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1D e 2D, os dados tedéricos de RMN de um conjunto de estruturas candidatas podem ser
comparados com os valores experimentais de RMN, a fim de encontrar a estrutura molecular
de uma nova substincia (TORRENT; ALVARENGA, 2021). Utilizando parametros
quantitativos especificos — como o0 MAE ou R? — ou pardmetros estatisticos — como DP4 e CP3
— & possivel indicar qual o conjunto de dados tedricos de RMN, referente a uma dada estrutura
candidata, que melhor se adequa aos dados experimentais d¢ RMN de um produto natural,
levando, assim, a elucidacdo inequivoca da molécula (OLIVEIRA et al., 2018).

Esse trabalho tem por objetivo descrever de forma breve o isolamento de onze produtos
naturais isolados do caule da C. mastigophorus. Dois desses compostos (7a e 8b, Figura 29,
pagina 79) tiveram a sua estrutura molecular elucidada pelo uso combinado de espectros de
RMN e cadlculos computacionais de DFT. Ja os demais produtos naturais (9-17, Figura 30,
pagina 80) foram identificados como substancias ja presentes na literatura. Os produtos naturais
foram isolados e purificados pelos pesquisadores Anderson Ramos Santos e Washington Felix
Oliveira. A elucidagdo estrutural dos compostos 7a e 8b foi realizada pelo autor dessa tese e
serd tradada de forma mais profunda nesse capitulo. O composto 7a ja havia sido relatado
anteriormente na literatura (KAMAL et al., 2003), porém sua elucidagdo completa ndo havia
sido realizada e havia algumas criticas a atribui¢iio dos seus sinais de RMN de 'H. O composto

8b, por sua vez, € uma molécula orgéanica inédita.

Figura 29 - Estruturas candidatas 7a-7d e 8a-8b para os dois produtos naturais isolados na
Conchocarpus mastigophorus. Entre colchetes sdo apresentadas as estruturas candidatas
corretas (7a e 8b).

Fonte: O autor.
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Figura 30 - Estruturas para as moléculas conhecidas (9-17) isoladas na Conchocarpus

mastigophorus.
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Fonte: O autor.

4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Material vegetal

Conchocarpus mastigophorus foi coletada na fazenda “Alto da Caixa D’Agua”
(S13°71°804” W039°62°815”), localizada em Itamari, no estado da Bahia, sendo sua
identificacdo feira pelo professor Dr. José Rubens Pirani. Uma amostra (#HUESB 9559) foi
depositada no Herbério da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (HUESB). Os autores
desse trabalho obtiveram autorizagdo de acesso ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (#A361C0C).

4.2.2 Extracao e isolamento

Os caules secos ao ar da C. mastigophorus (2159 g) foram moidos e extraidos em trés
solventes, a saber, hexano (4 L), acetato de etila (4 L) e metanol (4 L). O filtrado foi evaporado
e seco sob pressdo reduzida em um evaporador rotativo, obtendo-se trés extratos: 6,2 g em
hexano; 6,7 g em acetato de etila; e 6,3 g em metanol. 1,2 g do extrato de metanol foi submetido
a purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel utilizando como eluente a mistura
CHCI3:MeOH (20:80), obtendo-se seis fragdes. A fracdo 6 (71 mg) foi purificada por

cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, utilizando como eluente metanol, obtendo-se 35
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mg do composto 7a. O extrato de acetato de etila foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel, utilizando como eluente a mistura hexano:acetato de etila (100:0 até 0:100),
seguido da mistura acetato de etila:metanol (100:0 até 0:100), obtendo-se vinte e trés fragcdes.
A fracdo 19 (390 mg) foi purificada por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando o
mesmo solvente do sistema, levando a trés misturas: 27 mg de uma mistura dos compostos 8b
e 9 (84:16); 27 mg de uma mistura dos compostos 10 e 11; e uma mistura de 6,5 mg dos
compostos 12 e 13. A fracdo 11 (249 mg) foi purificada por cromatografia em coluna de silica
gel, utilizando diclorometano como eluente, levando a obtencdo de 22 mg do composto 14. A
fracdo 13 (249 mg) foi purificada pela sucessiva solubilizacdo parcial em hexano,
diclorometano e acetona, resultando em trés subfracdes (13.1, 13.2 e 13.3). Da subfragdo 13.2
obteve-se 16 mg do composto 15. A subfracdo 9 (157 mg) foi purificada por cromatografia em
coluna de silica gel utilizando o eluente da mistura hexano:diclorometano (30:70) levando a
obtencdo de 33 mg de uma mistura dos compostos 14 e 16. A fragcdo 22 (125 mg) foi purificada
por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando como eluente uma mistura de

diclorometano:acetato de etila:acetona (60:20:20), obtendo-se 18 mg do composto 17.

4.2.3 Instrumentacao

A andlise de espectro de massas de alta resolucdo, por infusdo direta, foi realizada em
um espectrometro de massas micrOTOF QII® (Bruker Daltonics, Alemanha), equipado com
uma fonte de ionizacdo mircroESI (eletrospray), operando em modo positivo. A amostra foi
diluida em 100% de acetonitrila e acidificada com 0,1% de acido férmico (ambos de classe
LCMS, SIGMA ALDRICH) e introduzida com uma bomba de infusdo (Kd Scientific, EUA) a
um fluxo de 3 pL/min. As colunas cromatogréficas e placas de CCD (0,5 mm de espessura)
foram preparadas usando silica gel 60 (63—-200 um) Merck e GF254 Vetec, respectivamente.
Vapores de 1odo e luz Ultravioleta (254 e 365 nm) foram utilizados para revelar as placas de
CCD. O espectro de massa por impacto eletronico (70 ev) foi obtido utilizando o instrumento
Shimadzu GCMS-QP5050A. Espectro de IV foi obtido em um espectrometro PerkinElmer
Spectrum Two™ ATR-FTIR, utilizando o método de filme fino sélido. A Rotagdo 6ptica foi
obtida em um polarimetro Anton Paar MCP 300 (Anton Paar, Ashland, Virginia, EUA), a
temperatura de 23 °C e 589 nm (linha D do espectro de sédio), IV e VCD foram obtidos com
um espectrometro Single-PEM Chiral/R-2X FT-VCD (BioTools, Inc., USA) em uma célula de
BaF> com caminho 6ptico de 100 um utilizando dimetilsulféxido-de como solvente (5 mg de

amostra em 130 uL de solvente), com a resolu¢do de 4 cm™! e um tempo de aquisicdo de 20
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horas. O retardo otimizado do modulador fotoeldstico de ZnSe (PEM) foi fixado em 1400 cm ™.
Desvios instrumentais da linha de base foram eliminados dos espectros finais de VCD,
subtraindo seus valores nos dados de VCD daqueles obtidos para o solvente sob condi¢des
idénticas.

Os espectros de RMN da lactama 7a foram obtidos utilizando um espectrometro Bruker
Biospin AVANCE III HD 600 MHz. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm e
as constantes de acoplamento em Hz. Os deslocamentos quimicos foram referenciados segundo
o residuo de CHD,0D (6 = 3,1 ppm) para os espectros de 'H e CD30D (J = 49,0 ppm) para os
espectros de '’C. Os espectros de RMN da acridona 8b foram obtidos utilizando um
espectrometro Varian Mercury 300 MHz. Os deslocamentos quimicos foram registrados em
ppm e as constantes de acoplamento em Hz. Os deslocamentos quimicos foram referenciados
segundo o residuo de (CD3)CO(CHD:2) (6 = 2,05 ppm) ou CHCl3 (6 = 7,26 ppm) para o RMN
de 'H RMN e (CD3)CO (J = 29,8 ppm) ou CDCls (J = 77,0 ppm) para o RMN de 3C RMN.
Todos os espectros de RMN foram obtidos a temperatura controlada de 25 °C durante a

aquisicao dos espectros.

4.2.4 Parte computacional

A busca conformacional foi realizada para cada uma das estruturas candidatas (7a-7d e
8a-8¢c, Figura 29, pigina 79) se valendo do programa Maestro 2018-1 (versdao 11.5.011)
(MAESTRO; SCHRODINGER, 2019). Os conférmeros foram submetidos a otimizacdo de
geometria e frequéncia no nivel de teoria M06-2X/6-31+G(d,p). Os deslocamentos quimicos
foram obtidos pelos valores dos tensores de blindagem do RMN, os quais foram calculados
para cada estrutura candidata utilizando o nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p) no programa
Gaussian 16 (FRISCH et al., 2016). Os tensores de blindagem de cada niicleo foram convertidos
em deslocamento quimicos pela subtragdo dos tensores de blindagem calculados para o TMS
utilizando o mesmo nivel de teoria ("H = 31,8757; '°C = 184,0352). Essas operacdes foram
repetidas para cada estrutura candidata 7a-7d e 8a-8c. A solvatacdo foi considerada nos célculos
pela utilizagdo do modelo continuo IEFPCM (TOMASI; MENNUCCI; CANCES, 1999)
durante os processos de otimizacao e calculos dos tensores de blindagem. A probabilidade da
qualidade do ajuste foi determinada usando o método DP4, descrito por Goodman (SMITH et
al., 2010). A anélise de DP4 foi realizada submetendo os dados de deslocamento quimico
experimentais e calculados na ferramenta de analise de DP4 disponivel em http://www-

jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/.
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Os célculos de IV e VCD foram realizados pela escolha arbitraria do enantiomero (35)-

7a no nivel de teoria B3APW91/PCM(DMSO0)/6-311G(d,p), sendo esse o mesmo nivel de teoria
utilizado para a otimizagdo da geometria. Os espectros de IV e VCD foram criados utilizando
as forcas rotacionais e as forcas de dipolo no programa Gaussian e convertidos em absortividade
molar (M! cm™). Cada espectro foi plotado como uma soma das bandas lorentzianas com meia-
largura e meia-altura de 6 cm™. Os niimeros de onda calculados foram multiplicados pelo fator
de escalonamento de 0,97. O espectro final foi gerado utilizando a média de Boltzmann
(baseada na energia livre de Gibbs) dos conférmeros de menor energia identificados para a

molécula (35)-7a e plotados no programa Origin.

4.3 Dados para o composto 7a

Foérmula molecular: CsH;1NO»

Massa molar: 129,16 g/mol

IV (ATR, em™) vmax: 3350, 3051, 2842, 2678, 2605, 2213, 1602, 1469, 1396, 1320, 1182, 1106,
1024, 924, 845, 772, 574

EM m/z (%): 129 (IM]*, 5), 85 (10), 84 (100), 82 (44), 80 (5), 70 (16), 69 (5), 68 (6), 67 (13),
57 (34), 56 (12), 55 (28), 54 (13), 53 (8)

[a]33 : -0,021 (c 0.0483, metanol)

4.4 Dados para o composto 8b

Formula molecular: C17H1sNO7

Massa molar: 347,32 g/mol

IV (ATR, em™) vmax: 3521, 3348, 2923, 1626, 1609, 1594, 1547, 1040
EM m/z (%): 347 ((M]*, 74), 332 (100), 302 (14), 44 (25)

Massa Exata m/z (%): 348,10971 [M+1]*

4.5 Resultados e discussao

Os substratos naturais oriundos de plantas, notdrios pela sua vasta diversidade quimica,
tém a flexibilidade para serem usados diretamente como agroquimicos e farmacos ou como
uma fonte de inspiracdo para andlogos sintéticos com maior atividade bioldgica, quando
comparados aos substratos de partida (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009). Nesse

sentido, a andlise do extrato do caule da Conchocarpus mastigophorus resultou na purificacao



84
e no isolamento de onze compostos, dois dos quais eram desconhecidos. Tais produtos naturais
foram isolados, purificados e submetidos a andlises espectroscOpicas para o processo de
elucidacao de suas estruturas, sendo identificados como lactama 7a e acridona 8b, a qual € uma
estrutura inédita. As estruturas candidatas 7a-7d e 8a-8c que se referem a essas moléculas,
respectivamente, se encontram na Figura 29 (pigina 79). Dito isso, a elucidac¢do estrutural
desses produtos naturais, utilizando espectros de RMN e célculos de DFT, serd apresentada em
detalhes nesse capitulo.

Os compostos 9 a 17 (Figura 30, pigina 80) ja estdo descritos na literatura, e suas
estruturas foram confirmadas comparando os dados de RMN de 'H e '>C obtidos
experimentalmente com os dados na literatura. Os compostos identificados foram: citamina (9)
(JU-ICHI et al., 1988), gama-fagarina (10) (PAULINI; WAIBEL; SCHIMMER, 1989),
marmesina (11) (ISIDORO et al, 2012), 4-metoxi-1-metilquinolin-2(1H)-ona (12)
(COPPOLA; KAHLE; SHAPIRO, 1981), haplotusina (13) (AMBROZIN et al., 2008),
citrusinina I (14) (WU; FURUKAWA, 1983), glifolina (15) (FURUKAWA; WU; KUOH,
1982), citibrasina (16) (WU; FURUKAWA, 1983) e 1-metil-2-fenilquinolin-4(1H)-ona (17)
(BIAVATTI et al., 2002). Pelo nosso conhecimento, apenas os compostos 10, 11, 13 e 17 foram

reportados no género Conchocarpus.

4.5.1 Elucidacao estrutural do composto 7a

Os espectros de 'H, '3C, COSY, HMBC, HSQC, intensificacdo sem distor¢do por
transferéncia de polarizacdo com retencdo de quaternarios-135 (DEPTQ, do inglés
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer With Retention Of Quaternaries), ¢ 1D-
NOESY foram obtidos para o primeiro produto natural desconhecido extraido da Conchocarpus
mastigophorus. A anélise dos dados desses experimentos foi utilizada para propor as estruturas
candidatas dessa molécula. O espectro de IV para o composto 7a (Figura 31, pigina 85)
apresenta uma banda intensa e larga em 3351 cm™! referente ao estiramento da ligagdo O-H.
Esse valor de niimero de onda indica que hd um grupo hidroxila que pode fazer interagdes inter
ou intramolecular. A banda em 1185 cm™! é referente ao estiramento C-O, sendo mais um ponto
a favor da presenca da hidroxila. Uma banda intensa e fina é observada em 1602 cm™!, a qual
se refere ao estiramento de ligacdo dupla C=0, sendo esse valor de niimero de onda observado
inferior a0 minimo da faixa de valor tipica esperado para grupos carbonila, 1850 a 1610 cm™.
Podemos inferir, portanto, que pelo baixo valor do nimero de onda observado para o grupo

carbonila, esse deve pertencer a um grupo amida, porque as amidas apresentam um nimero de



85
onda menor no espectro de IV quando comparadas com suas contrapartes que contém oxigénio
(cetonas, aldeidos, ésteres etc.). Além disso, a presenga do grupo hidroxila pode indicar que
esse faz uma ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonila, diminuindo ainda mais seu nimero
de onda. Ressalta-se também que ndo se observam picos de estiramento de ligacdes N-H no
espectro de infravermelho, apontando para uma amida alifatica saturada ou uma lactama.

Figura 31 - Espectro de infravermelho do composto 7a.
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Fonte: O autor.

Em relagdo ao espectro de massas (Figura 32, pagina 86), podemos observar o pico do
fon molecular em m/z 129, um valor impar, o que pode indicar a presenga de um atomo de
nitrogénio na férmula molecular desse composto. Outrossim, o pico base em m/z 84 apresenta-
se como o pico de maior intensidade, enquanto o pico em m/z 57 € caracteristico de alcoois
ciclicos de seis membros, o qual refor¢a a presenca de uma hidroxila na molécula. A Figura 33

(pagina 86) ilustra algumas propostas de fragmentagdo para o composto 7a.



Figura 32 - Espectro de massas do composto 7a.
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Figura 33 - Proposta de fragmenta¢do do composto 7a.
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Ao observamos os espectros de RMN, podemos extrair informacdes importantes, como:
o sinal em ¢ = 173,2 ppm, indicando a presenca de um carbono sp? carbonilico de um grupo
amida; o sinal em ¢ = 72,0 ppm, possivelmente de um carbono sp’ ligado a um 4tomo de
oxigénio; e, finalmente, o sinal de um singleto em J = 2,94 ppm, regido caracteristica de prétons
da ligacdo N-CH. Dessarte, a andlise dos espectros de RMN, IR e massas, juntamente com a
experiéncia em trabalhar com produtos naturais, nos levaram a propor quatro estruturas
candidatas para a molécula, sendo elas 7a, 7b, 7¢ e 7d (Figura 29, pigina 79).

Os dados tedricos de deslocamento quimico de RMN de *C e 'H, para cada estrutura
candidata, foram obtidos através de cadlculos computacionais de DFT, ao nivel de teoria
B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p) utilizando o metanol como solvente. Em uma
primeira andlise, os deslocamentos quimicos tedricos foram comparados com os valores de
deslocamentos quimicos ndo assinalados experimentais, a fim de averiguar se havia alguma
similaridade entre os valores obtidos das estruturas candidatas e o composto analisado. Os
valores de deslocamento quimico, resultantes desse processo, foram organizados em tabelas e
submetidos a andlise de DP4 disponivel no site http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/.
Ademais, a qualidade do ajuste foi realizada comparando os valores de deslocamento quimico
de '°C e 'H experimentais com os respectivos valores de deslocamento quimico de *C e 'H
tedricos para cada estrutura candidata (7a-7d). Consequentemente, a andlise preliminar indicou
que a estrutura candidata 7a possuia 99,8% de probabilidade de ser a estrutura correta para o
produto natural desconhecido, mesmo sem assinalar os deslocamentos quimicos de '*C e 'H

(Tabela 6, pagina 87).

Tabela 6 - Anilise de DP4 dos dados de RMN de °C e 'H para as estruturas candidatas 7a-
7d antes de assinalar os dados experimentais.

Probabilidade DP4 (%) para os dados de RMN

Estruturas candidatas

BC e lH 1q 13C
Ta 99,8 42,5 99,7
7b 0,0 27,6 0,1
7c 0,2 30,0 0,2
7d 0,0 0,0 0,0

Através da analise cuidadosa dos dados de RMN, a estrutura da lactama 7a foi
confirmada. Mediante esse procedimento, os sinais dos prétons na posicao H7 foram facilmente
assinalados ao singleto integrado para trés em ¢ 2,94 ppm no espectro de RMN de 'H (Figura

34, pagina 91), uma vez que esse era o Unico singleto com tal multiplicidade presente no
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espectro. O hidrogénio mais desblindado da molécula, H3, foi assinalado ao duplo dupleto em
0 3,81 ppm, com constante de acoplamento de 9,3 e 6,9 Hz.

Os hidrogénios axiais de sistemas ciclicos similares ao cicloexano possuem duas
caracteristicas importantes quando comparados com os hidrogénios equatoriais. A primeira sao
seus valores de deslocamento quimico menores, enquanto a segunda sdo seus maiores valores
de constante de acoplamento vicinais. Levando essas caracteristicas em consideragdo, foi
possivel assinalar os sinais em ¢ 3,13 ppm (ddd, J=11,4; 9,1, e 7,5 Hz) e J 3,75 ppm (ddd, J =
11,4; 7,6, e 4,0 Hz) aos prétons H6.x € Hbeq, respectivamente. O par de protons H6ax € Hbeq
apresenta picos de correlagdo no espectro de COSY com os multipletos em 6 1,93-2,04 ppm e
0 2,05-2,19 ppm (Figura 35, pagina 92), indicando que esses multipletos deveriam pertencer
aos prétons HS5ax € HSeq, a0 passo que o multipleto em ¢ 1,93-2,04 ppm estava integrado para
um, ji o multipleto em o0 2,05-2,19 ppm estava integrado para dois, o que indicava a
sobreposicdo de picos de hidrogénios distintos. Langando mdo, mais uma vez, do menor
deslocamento quimico de hidrogénios axiais em sistemas similares ao cicloexano, o hidrogénio
mais blindado, H5.x, foi assinalado ao multipleto em 0 1,93-2,04 ppm. A anélise do multipleto
em 0 2,05-2,19 ppm seré feita mais adiante.

A partir desse ponto, também € possivel elucidar com facilidade alguns dtomos de
carbono pela observagdo zelosa do RMN de °C (Figura 36, pagina 93) e DEPTQ135 (Figura
37, pagina 94). Seis sinais de carbono, com deslocamentos quimicos distintos, foram
observados no experimento DEPTQ135. O carbono metilico C7 foi assinalado ao pico em o
41,4 ppm no RMN de *C. Além do valor de deslocamento quimico esperado para um carbono
metilico ligado a um &4tomo de nitrogénio, o carbono C7 apresenta o menor valor de
deslocamento quimico entre os picos positivos no DEPTQ135. O outro pico positivo presente
do DEPTQI135, 6 72,0 ppm, foi atribuido ao carbono C3, um deslocamento quimico esperado
para carbonos de dlcoois secunddrios. O pico em 0 173,2 ppm apresenta o maior deslocamento
quimico no espectro de RMN de '*C, sendo este pico atribuido ao carbono da carbonila C1. Por
fim, o carbono metileno, ligado ao 4tomo de nitrogénio, C6, foi assinalado ao pico negativo em
0 57,2 ppm.

Foram observados picos de correlacdo entre C3/H3 e C7/H7 no espectro de HSQC
(Figura 38, pagina 95), o que corrobora para as atribui¢des dos prétons de H3 e H7 realizadas
a partir da intepretacio do RMN de 'H. A atribuicdo dos sinais para os dtomos de hidrogénio
H6.x € Hbq foi confirmada pelo pico de correlacdo de ambos os hidrogénios com o carbono C6
no espectro de HSQC. Com o espectro de HSQC, foi possivel confirmar que o multipleto em o

2,05-2,19 ppm conta com sinais de prétons pertencentes a &tomos de carbono diferentes, uma
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vez que ele possui picos de correcdo com os sinais em ¢ 30,1 ppm e ¢ 24,0 ppm (os tGnicos
sinais de carbono ainda ndo atribuidos nesse ponto da andlise). O sinal em 0 24,0 ppm possui
um pico de correlagdo entre o multipleto em ¢ 2,05-2,19 ppm e o hidrogénio H5.«, sendo, por
fim, esse sinal atribuido ao carbono C5. Finalmente, ficou evidente que o tltimo sinal ainda nao
atribuido para o espectro de RMN de *C, 6 30,1 ppm, s6 poderia pertencer ao carbono C4,
concluindo a atribui¢do de todos os dtomos de carbono da lactama.

Nesse ponto da andlise, € importante salientar que ja € possivel, pelo resultado do
espectro de COSY, eliminar algumas estruturas candidatas. O préton H3 apresenta dois picos
de correlacdo com os dois prétons ligados ao carbono C4 no espectro de COSY (Figura 35,
pagina 92), desse modo, as estruturas candidatas 7b e 7¢ podem ser descartadas, haja vista que,
nessas estruturas, o dtomo hidrogénio ligado ao carbono C3 (ligado ao grupo hidroxila)
apresentaria pelo menos 4 picos de correlagdo no espectro de COSY com seus protons vizinhos.

No espectro de DEPTQ135, ambos os sinais para os carbonos C4 e C5 apresentam sinais
negativos, o que € esperado para dtomos de carbono ligados a um nimero par de hidrogénios.
Também podemos confirmar os picos de C4 e C5, através da andlise do espectro de HMBC
(Figura 39, pigina 96). Ja o 4tomo C4 apresenta picos de correlagdo com os prétons H3, H6ax,
H6¢q € os protons HS, enquanto o carbono C5 demonstra picos de correlacao com os hidrogénios
H3, H6.x, Hbeq € 0s prétons H4.

O multipleto em ¢ 2,05-2,19 ppm, integrado para dois, possui picos de correlacdo no
HSQC tanto para C4 quanto para C5. Observa-se dois picos de correlacdo no HSQC para o
carbono C4, sendo eles o multipleto em ¢ 2,44-2,54 ppm, integrado para um, e o multipleto em
0 2,05-2,19 ppm. Empregando-se mais uma vez o raciocinio utilizado na atribuicdo de H6ax,
H6eq € HSux, 0 sinal em 6 2,44-2,54 ppm foi atribuido a H4.q. Como consequéncia, os prétons
H4.x e HS5¢q s6 podem estar presentes no multipleto em 6 2,05-2,19 ppm. Para conseguirmos
observar os sinais sobrepostos nesse multipleto, foram realizados dois experimentos de
espectroscopia de correlacdo total (TOCSY, do inglés Total Correlation Spectroscopy). O
primeiro TOCSY (Figura 40, pagina 97) irradiou seletivamente o sinal em 0 2,10 ppm
observando apenas este pico, um multipleto (6 2,05-2,15 ppm) integrado para um. O segundo
TOCSY (Figura 41, pigina 98) irradiou seletivamente o sinal em J 2,17 ppm, observando
apenas este pico, um multipleto (6 2,09-2,19 ppm) integrado para um. Tendo ciéncia desses
sinais, foi realizada uma série de experimentos NOESY-1D para identificar os prétons ainda
ndo assinalados. Devido a limita¢Oes de orcamento e tempo, ndo foi possivel realizar o NOESY
bidimensional para o composto 7a. O NOESY-1D (Figura 42, piagina 99) irradiado

seletivamente para o pico do hidrogénio H5.x, em 0 2,01 ppm, mostra claramente que esse
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préton estd correlacionado ao multipleto 0 2,05-2,15 ppm, sendo atribuido ao préton HS5eq. Por
ultimo, o NOESY-1D (Figura 43, pagina 100), irradiado seletivamente para o pico do
hidrogénio H4eq, em J 2,51 ppm, indica que esse préton estd correlacionado ao multipleto o
2,09-2,19 ppm, sendo atribuido ao préton H4.x, concluindo a atribui¢@o de todos os prétons da
lactama 7a. Os demais espectros de NOESY-1D se encontram nas paginas 101 até 104.

A Tabela 7 (pagina 105) apresenta todas as atribui¢des feitas para os &tomos de carbono
e hidrogénio da lactama 7a. Além disso, algumas importantes correlacdes dos espectros de

COSY e HMBC para a lactama 7a sio apresentados na Figura 48 (pagina 106).
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Figura 34 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;0D, 25 °C) do composto 7a.
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Figura 35 - Correlagcdes COSY para o composto 7a.
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Figura 36 - RMN de '>)C RMN (150 MHz, CD;0D, 25 °C) para o composto 7a.
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Figura 37 - Espectro de DEPTQ135 (150 MHz, CDs0D, 25 °C) para o composto 7a.
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Figura 38 - Correlagoes de HSQC para o composto 7a.
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Figura 39 - Correlagées de HMBC para o composto 7a.
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Figura 40 - TOCSY em ¢ 2,10 ppm para o composto 7a.
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Figura 41 - TOCSY em ¢ 2,17 ppm para o composto 7a.
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Figura 42 - Irradiacdo seletiva de NOESY-1D em ¢ 2,01 ppm para o composto 7a.
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Figura 43 - Irradiacdo seletiva de NOESY-1D em ¢ 2,51 ppm para o composto 7a.
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Figura 44 - Irradiacdo seletiva de NOESY-1D em ¢ 2,96 ppm para o composto 7a.
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Figura 45 - Irradiacdo seletiva de NOESY-1D em ¢ 3,15 ppm para o composto 7a.
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Figura 46 - Irradiacdo seletiva de NOESY-1D em ¢ 3,76 ppm para o composto 7a.

He6,

H7

H6 H4 cq HS5

24 22 20

ppm

Fonte: O autor.



104

Figura 47 - Irradiacdo seletiva de NOESY-1D em ¢ 3,85 ppm para o composto 7a.
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Tabela 7 - Dados de RMN para o composto 7a: Deslocamento quimico experimental (6), multiplicidade (m), constantes de acoplamento (J),
correlagdes COSY e HMBC.

Atomo &c(ppm) Atomo

OH (ppm)*

HMBC

COSY

C2
C3
C4

Cs

Co

Cc7

173,2
72,0
30,1

24,0

57,2

41,4

H3ax
H4ax
Hdeq
HSax
HSeq
Hé6ax
Hé6eq
H7

3,81 (dd, 9,3, 6,9)

2,13 (m)

2,48 (m)

1,99 (m)

2,10 (m)

3,13 (ddd, 7,5, 9,1, 11,4)
3,75 (ddd, 4,0, 7,6, 11,5)
2,94 (s)

H3, H4ax, H4eq,
H4ax, H4eq, H5ax, H5eq, H6eq, H7
H3, H5ax, H5eq, H6ax, H6eq-

H3, H4ax, H4eq, H6ax, H6eq

H4ax, H4eq, H5ax, H5eq, H7

H3, H6ax

H4ax, H4deq

H3ax, H4eq, H5ax, H5eq
H3ax, H4ax, H5ax, H5eq
H4ax, H4eq, H5eq, Hb6ax, Hb6eq
H4ax, H4eq, H5ax, H6ax, H6eq
H5ax, H5eq, H6eq

H5ax, H5eq, H6ax

80s dados em parénteses ao lado dos deslocamentos quimicos sd@o a multiplicidade e as constantes de acoplamento (em Hz) para cada hidrogénio.



Figura 48 - Correlagdes chaves COSY e HMBC para o composto 7a.

Fonte: O autor.
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Ap0s a finalizacdo da anélise dos espectros experimentais da lactama 7a, foi realizada

a analise estatistica DP4, comparando os espectros de 'H e *C teéricos com os espectros de

RMN devidamente assinalados. O resultado dessa andlise de DP4, depois de assinalar todos os

sinais de RMN experimentais, apresentou uma probabilidade de 100% para a estrutura 7a ser a

correta para a lactma desconhecida. E importante pontuar que tanto o resultado da anlise de

DP4 para os sinais ndo assinalados (feitos no inicio deste tOpico) quanto para os sinais

assinalados apontaram para a mesma estrutura candidata 7a. A Figura 49 (pigina 106) ilustra

de forma visual a similaridade entre os dados experimentais e tedricos de RMN de 13C para o

composto 7a.

Figura 49 - Espectros calculados de RMN de '*C para as estruturas candidatas 7a-7d e o
RMN de '*C experimental para o composto 7a.
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Concluiu-se, ap0s a andlise de todos os espectros experimentais de RMN, IV e massas,
aliado aos resultados dos cdlculos computacionais, que a lactama 7a ¢ 3-hidroxi-1-

metilpiperidin-2-ona. Os resultados da andlise de DP4 se encontram na Tabela 8 (pagina 107).

Tabela 8 - Anilise de DP4 dos dados de RMN de °C e 'H para as estruturas candidatas 7a-
7d ap6s assinalar os dados experimentais.

Probabilidade DP4 (%) para os dados de RMN

Estruturas Candidatas

BC e lH 1q 13C
Ta 100 100,0 100,0
7b 0,0 0,0 0,0
7c 0,0 0,0 0,0
7d 0,0 0,0 0,0

Nao foi possivel definir, apenas com os espectros de RMN, qual seria a estereoquimica
absoluta para a lactama 7a. Para resolver essa questdo, a amostra foi submetida a uma anélise
em um polarimetro, o qual demonstrou que a amostra era levégira (-), desviando a luz
polarizada para a esquerda. Em seguida, foi realizado um experimento de VCD (DE OLIVEIRA
et al., 2016) — pelos pesquisadores Jodo Marcos Batista Junior e Andrea Nastri de Luca Batista
— 0 qual comparou os dados experimentais da amostra 7a com os dados tedricos, utilizando o
nivel de teoria B3PW91/PCM(DMSO0)/6-311G(d,p). A Figura 50 (pagina 108) apresenta, em
seu lado direito, a comparagdo dos espectros experimentais — em solvente DMSO-ds— e teéricos
de IV e VCD para o composto 7a. Ao lado direito da Figura 50 (pagina 108), estdao desenhadas
as estruturas otimizadas, juntamente com as energias relativas e a populacdo de Boltzmann (%)
para os dois conformeros de menor energia. Dessa maneira, constata-se que o carbono quiral
C3 possui a configuracdo S e a molécula referente a lactama 7a foi identificada como 3S5-(-)-

hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona.
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Figura 50 - Comparacao dos espectros experimentais (linha preta) e teéricos (linha vermelha)
de IV e VCD para o composto 7a. O gap no espectro experimental de VCD corresponde a
uma banda de alta absor¢do no IR.
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Fonte: O autor.

4.5.2 Elucidacao estrutural do composto 8b

O esboco das estruturas candidatas para o composto 8b foi concebido com base nas
informagdes obtidas por diversas andlises. Primeiramente, a massa exata para tal composto foi
determinada como m/z 348,10971 [M+1]* (sendo o valor calculado 348,108327 para a férmula
molecular C17H1sNO7). O espectro de massas (Figura 51, pdgina 109) apresenta o pico do fon
molecular em m/z 347, o pico base em m/z 332 e outro pico em m/z 302. Assim como para a
lactama 7a, o valor impar do pico do fon molecular levanta a possibilidade de um atomo de
nitrogénio na estrutura do produto natural 8b. A presenca dos picos m/z 332 e m/z 302 indica a
perda de um e trés grupos CHs, respectivamente. A Figura 52 (pdgina 109) apresenta algumas

propostas de fragmentacao para o composto 8b.
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Figura 51 - Espectro de massas do composto 8b.
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Figura 52 - Proposta de fragmenta¢do do composto 8b.
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O espectro de RMN de 'H e '*C desse produto natural foi obtido tanto em acetona-ds

quanto em CDCI3, na qual apenas os espectros em acetona-ds possuem todos os seus sinais
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devidamente assinalados neste trabalho. Nesse viés, o espectro de RMN de '"H em acetona-ds
(Figura 54, pagina 114) apresentou trés simpletos em 0 = 14,38; 9,11 e 8,90 ppm, porém, ao
averiguarmos o espectro de RMN de 'H em CDCI5 (Figura 55, pagina 115), tais sinais estdo
ausentes. Segundo a literatura, os espectros de RMN de '"H das acridonas em solventes
deuterados polares, sdo conhecidos por apresentar sinais de prétons de hidroxila bem visiveis.
Em contrapartida, os sinais desses hidrogénios quando empregado solventes deuterados pouco
polares (como o CDCl3) ficam muito fracos, ou até mesmo ausentes (WU; FURUKAWA,
1983). Uma particularidade do composto 8b em seu espectro de RMN de 'H em acetona-ds, é
o sinal muito desblindado em ¢ = 14,38 ppm. O elevado deslocamento quimico desse préton
estd relacionado a forte ligacao de hidrogénio entre a hidroxila (OH1) e sua carbonila vizinha
(C9), fato observado em muitas outras acridonas conhecidas (CHEN et al., 2021). O préton
OHLI apresenta trés picos de correlacio no HMBC (Figura 60, piagina 120) com trés carbonos
em o= 105,5; 152.7 e 130,8 ppm (estes sinais serdo atribuidos posteriormente aos carbonos C9,
C1 e C2, respectivamente).

Ja o espectro IV (Figura 53, pagina 111) para o composto 8b, apresenta uma banda em
1626 cm’!, um nimero de onde abaixo do esperado para cetonas, na faixa de 1720-1700 cm™.
O sinal em 6 = 14,38 ppm e a baixa frequéncia de absorcdo da carbonila em 1626 cm™! sugerem
que o composto 8b é um alcaloide acridona que possui um grupo hidroxila na posicdo 1. Essa
evidéncia, juntamente com a andlise preliminar dos espectros de RMN, massas, IV e o
conhecimento do grupo de pesquisa em produtos naturais, levou-nos a considerar trés estruturas

candidatas para a acridona desconhecida: 8a, 8b e 8c (Figura 29, pigina 79).
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Figura 53 - Espectro de IV do composto 8b.
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Assim como procedido para a lactama 7a, foi realizada uma pré-andlise dos dados
tedricos de RMN sem assinalar os sinais nos espectros de RMN experimentais da acridona 8b.
Os célculos de deslocamento quimico de RMN de 'H e '*C para as trés estruturas candidatas
8a-8¢, com a solvatacdo em acetona, foram realizados no nivel de teoria B3LYP/6-
311+G(2d,p)//IM06-2X/6-31+G(d,p) e entdo comparados com os dados de RMN experimentais
ndo assinalados. Os deslocamentos quimicos foram organizados e transferidos para o site
http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/. A qualidade do ajuste foi feita comparando os
deslocamentos quimicos calculados de RMN para as estruturas candidatas (8a-8c) frente aos
valores do RMN experimental. A estrutura candidata 8b apresentou o melhor ajuste (100% de
probabilidade com os espectros combinados de '*C e "H) com os dados para o produto natural
8b, mesmo sem a atribuicdo de nenhum sinal. A Tabela 9 (pdgina 111) apresenta os resultados

desta analise de DP4.

Tabela 9 - Anilise de DP4 dos dados de RMN de °C e 'H para as estruturas candidatas 8a-8c
antes de assinalar os dados experimentais.

Probabilidade DP4 (%) para os dados de RMN
Estruturas candidatas

13C e IH 1q 13C
8a 0,0 0,0 0,0
8b 100,0 99,8 98,2

8c 0,0 0,0 0,0
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Posteriormente, foi realizada a interpretacao dos espectros experimentais de RMN que
foram obtidos em acetona-ds. O préton OHI1 ja havia sido atribuido ao sinal 6 = 14,38 ppm nas
etapas de andlise inicial. A carbonila C9 foi facilmente identificada pelo sinal em regido tipica
de carbonila, J = 182,6 ppm, no espectro de RMN de '*C (Figura 56, p4gina 116). O N-metil
C10’ foi atribuido ao sinal em ¢ = 46.3 ppm, o que sugere, segundo a literatura, que ambas as
posic¢des peri relativas a essa parte N-metil da molécula (C4 e C5) estdo substituidas (YANG et
al., 2013).

O espectro de HMBC (Figura 60, pigina 120) foi crucial para elucidar pontos
importantes da estrutura do composto 8b. Um tnico pico de correlacdo com o carbono C9 e um
hidrogénio na regido aromatica do espectro de HMBC, sucedeu na atribui¢ao do préton H8, um
dupleto em 0 = 7,94, com J = 8,8 Hz. Havia ainda um sinal de hidrogénio na regido
caracteristica aromdtica no espectro de RMN de 'H (Figura 54, pagina 114), o qual foi atribuido
por eliminagdo ao outro unico préton aromdtico da molécula, H7, um dupleto em ¢ = 6,95,
acoplado com H8 (J = 8,8 Hz). Além disso, o espectro de NOESY (Figura 58, pagina 118)
apresenta um pico de correlagdo entre H7 e H8, enfatizando a proximidade espacial entre esses
prétons. Prontamente, os sinais em ¢ = 113,4 e 123,2 ppm foram assinalados aos carbonos C7
e C8, respectivamente, dado que apresentavam picos de correlacao com os prétons H7 e H8 no
espectro de HSQC (Figura 59, figura 119).

O hidrogénio H7 apresenta trés picos de correlacdo no HMBC (Figura 60, piagina 120)
com os sinais em ¢ = 118,0; 137,2 e 156,9 ppm. Nesse panorama, o pico em ¢ = 118,0 ppm foi
assinalado ao carbono C8a, em virtude de C8a e C9a serem os carbonos ndo hidrogenados mais
blindados nas acridonas, além de C8a estar mais préximo ao préton H7 do que C9a. Os carbonos
nao hidrogenados C4a e C10a sdo mais desblindados do que os carbonos C8a e C9a, porque
C4a e C10a estdo ligados a um 4dtomo de nitrogénio eletronegativo, enquanto C8a e C9a estao
ligados ao carbono sp? (C9) de uma carbonila. J4 C6 foi assinalado ao sinal em § = 156,9 ppm,
o qual também apresenta um pico de correlacdo com o préton H8. Finalmente, o sinal em 0 =
137,2 ppm, foi atribuido ao carbono C5. O singleto desblindado em ¢ = 9,11 ppm foi assinalado
ao OH6, devido aos picos de correlacdo que esse proton apresenta com os carbonos C5 e C7 no
espectro de HMBC. A partir da identificacdo de OH1 e OH®6, € simples atribuir OH3, um préton
muito desblindado, ao simpleto em & = 8,90 ppm, no espectro de RMN de 'H (Figura 54, pigina
114), posto que este € o ultimo sinal mais desblindado de préton que ainda nao foi assinalado

nessa andlise. O sinal em 0 = 143,4 ppm foi atribuido ao carbono C10a devido ao pico de



113
correlagdo com H8 no espectro de HMBC. Dessa forma, todos os carbonos sp? e hidrogénios
do anel A foram identificados para a acridona 8b.

O carbono C9a foi atribuido ao sinal em ¢ =105,4 ppm devido a um pico de correlacdo
no HMBC com OH1. Enquanto os quatro singletos em ¢ = 3,79; 3,83; 3,86 e 3,87 ppm foram
assinalados aos grupos N-metil e metdxi (CHEN et al., 2021). A atribui¢do do grupo N-metil
H10’, um singleto em ¢ = 3,79 ppm, se deu devido ao pico de correlagdo desse préton com o
carbono Cl0a no espectro de HMBC. Obtendo-se o deslocamento quimico de H10’, foi
elementar assinalar o sinal em ¢ = 46,3 ppm para o carbono C10’, devido ao pico de correlagao
entre tais dtomos no espectro de HSQC. Somando-se a isso, o espectro de HMBC apresenta
mais uma correlagdo de H10’ com um sinal em 6 = 139,0 ppm, o qual foi atribuido ao 4tomo
C4a. Nesse ponto da andlise, todos os carbonos e hidrogénios do anel B foram identificados
para a acridona 8b.

Por fim, os sinais em 0 = 152,7 e 152,4 ppm foram assinalados aos carbonos arométicos
C1 e C3, respectivamente. Isso ocorre porque esses dtomos (C1 e C3) sdo desblindados pelo
grupo carbonil C9 (grupo retirador de elétrons), em contrapartida os carbonos C2 e C4 sdo
blindados pela doagdo de densidade eletronica do nitrogénio (grupo doador de elétrons) no anel
B. Ademais, os picos de correlacdo entre o par C1 e OH1 e o par C3 e OH3 no espectro de
HMBC foram determinantes para a atribui¢cdo de C1 e C3. Neste ponto da interpretacdo dos
dados, sobraram apenas dois sinais referentes a carbonos aromaticos nio identificados, em ¢ =
130,0 e 130,8 ppm. O sinal em ¢ = 130,8 ppm apresenta um pico de correlacdo com o préton
OHI1 no espectro de HMBC, enquanto o outro sinal em ¢ = 130,0 ppm ndo apresenta nenhuma
correlagdo com tal préton. Essa informacao indica que o sinal em 0 = 130,8 ppm ¢é referente ao
atomo C2, pois ele estd apenas a trés ligacdes de distancia do proton OH1, enquanto C4 estd a
cinco ligacOes de distancia, o que inviabilizaria o acoplamento entres atomos. Com isso,
conclui-se que tltimo sinal na regido de carbono aromatico, ¢ = 130,8 ppm, pertence ao carbono
C4. Dessarte, todos os carbonos sp? do anel C foram identificados, sendo possivel afirmar,
portanto, que, pelos dados dos espectros de RMN experimentais, a estrutura candidata correta

¢ a 8b, pois apenas ela apresenta os grupos hidroxilas nas posi¢des 1 e 3 do anel C.
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Figura 54 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, acetona-ds, 25 °C) do composto 8b.
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Figura 55 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3, 25 °C) do composto Sb.

Fonte: O autor.
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Figura 56 - Espectro de RMN de '*C (75 MHz, acetona-ds, 25 °C) do composto 8b.
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Figura 57 - Espectro de RMN de '°C (75 MHz, CDCl3, 25 °C) do composto Sb.
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Figura 58 - Correlagdes de NOESY (acetona-ds) para o composto 8b.
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Figura 59 - Correlagoes de HSQC (acetona-ds) para o composto 8b.
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Figura 60 - Correlagdes de HMBC (acetona-ds) para o composto 8b.
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Apesar de todas as técnicas empregadas, alguns sinais nos espectros de RMN para o
composto 8b ainda ficaram sem identificacdo. Os sinais em ¢ = 60,6; 60,8 e 61,0 ppm,
pertencem aos carbonos metilicos (C2°, C4’ e C5’), e os sinais em ¢ = 3,83; 3,86 e 3,87 ppm
aos protons desses carbonos (H2’, H4’ e H5’). Apesar da possibilidade de alguns desses sinais
serem identificados - como H2’ ¢ H4’ devido a correlagdo que apresentam com C2 e C4 no
HMBC - a proximidade e/ou sobreposicao desses sinais entre si deixa esse trabalho muito drduo
com 0s espectros experimentais que dispomos em mao. Para superar esse desafio, optamos por
recorrer ao cdlculo computacional. A Figura 61 (pagina 121) ilustra o espectro experimental e
0s espectros tedricos para a amostra 8b e suas estruturas candidatas.

Figura 61 - Espectro de RMN de *C calculado para as estruturas candidatas 8a-8c e o
espectro experimental para o composto 8b.
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A andlise estatistica DP4 realizada sem assinalar nenhum dos sinais do composto 8b foi
consistente com a interpretacdo dos sinais de RMN feitos a partir dos espectros experimentais,
confirmando que a estrutura candidata correta é a 8b. O DP4 assinalou os picos ¢ = 60,6; 60,8
e 61,0 ppm para os carbonos C2’, C5’ e C4’, respectivamente. De igual modo, os sinais ¢ =
3,83; 3,86 ¢ 3,87 ppm foram atribuidos aos prétons. H4’, H5 e H2’, respectivamente. E
interessante ressaltar que C4 e C2 apresentam picos de correlacdo no espectro de HMBC com

os sinais 6 = 3,87 e 3,83 ppm respectivamente, os quais foram atribuidos pelo DP4 aos

hidrogénios metilicos H2’ e H4’. Desta forma, todos os hidrogénios e carbonos da acridona 8b
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tiveram os seus sinais devidamente assinalados, como demonstra a Tabela 10 (pagina 122).

Algumas correlacdes chaves do espectro HMBC para a acridona 8b sdo apresentados na Figura

62 (pagina 122).

Tabela 10 - Dados de RMN para o composto 8b: Deslocamento quimico experimental (9),
multiplicidade (m), constantes de acoplamento (J), correlagdes HMBC.

Atomo OcCexp (ppm) Atomo OHexp (ppm)? HMBC
C1 152.7 OH1 14.38 (s) OH1
C2 130.8 - - OH1, H2’
c2 60.6 H2’ 3.87 (s) -
C3 152.4 OH3 8.90 (s) OH3
C4 130.0 - - OH3, H4’
c4’ 61.0 H4’ 3.83 (s) -
Cda 139.0 - - H10’
C5 137.2 - - H5’, H6, H7
C5’ 60.8 H5’ 3.86 (s) -
Cc6 156.9 OH6 9.11 (s) H7, H8
C7 1134 H7 6.95 (d, 8.8 Hz) OH6
C8 123.2 HS8 7.94 (d, 8.8 Hz) -
C8a 118.0 - - H7
c9 182.6 - - OH1
C9a 105.4 - - OH1
Ccl10’ 46.3 H10’ 3.75 (s) -
Cl10a 143.3 - - HS8, H10’

30s dados em parénteses ao lado dos deslocamentos quimicos sdo a multiplicidade e as
constantes de acoplamento (em Hz) para cada hidrogénio.

Figura 62 - Correlacdes chaves HMBC para o composto 8b.
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Para concluir este estudo, foi realizada a andlise estatistica DP4 comparando os valores

dos picos nos espectros de 'H e '3C teéricos com os valores obtidos nos espectros de RMN
experimentais devidamente assinalados. O resultado da andlise de DP4 (Tabela 11, pdgina 123)
indicou, mais uma vez, uma probabilidade de 100% para a estrutura candidata 8b ser a correta
para a acridona 8b. Sendo assim, foi concluido que o produto natural 8b é a molécula 1,3,6-

triidroxi-2,4,5-trimetoxi-10-metilacridin-9(10H)-ona.

Tabela 11 - Andlise de DP4 dos dados de RMN de '*C e 'H para as estruturas candidatas 8a-
8c apds assinalar os dados experimentais.

Probabilidade DP4 (%) para os dados de RMN

Estruturas Candidatas

13C e lH lH 13C
8a 0,0 0,0 0,0
8b 100,0 100,0 100,0
8c 0,0 0,0 0,0

4.6 Conclusao

Onze compostos foram isolados do caule da Conchrocarpus mastigophorus. A estrutura
de dois produtos naturais foi identificada pelo uso de métodos espectroscopicos auxiliados por
célculos tedricos computacionais. A estrutura do composto 7a foi determinada como 3S-(-)-
hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona, enquanto a do composto 8b, um produto natural inédito, foi
atribuida como 1,3,6-triidroxi-2,4,5-trimetoxi-10-metilacridin-9(10H)-ona. O potencial de
célculos de mecanica quantica foi demonstrando nesse trabalho como uma importante
ferramenta na elucidagcdo estrutural de produtos naturais com espectros de RMN de alta

complexidade.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, foram elucidadas as estruturas de quatro moléculas utilizando dados
experimentais de RMN, aliados ao cdlculo computacional de DFT. Para avaliar a qualidade da
andlise, foram empregadas ferramentas estatisticas, como MAE, CMAE e DP4. A primeira
molécula elucidada, a lactona pentaciclica rac-(3aR,4S,4aS,5R,8S,8aR,9R,9aS)-3a,9a-dicloro-
3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octaidro-4,9:5,8-dimetanonafto[2,3-c]furan-1(3H)-ona (3d), enfatizou a
importancia de conhecermos o mecanismos das reacdes quimicas, a fim de diminuir
significativamente o nimero de estruturas candidatas, o que leva a uma andlise mais precisa e
com menor uso de recursos. A segunda molécula foi o primeiro dos trés produtos naturais
analisados, o alcaloide pirrolizidinico (35" ,4R",55",8a'R",13aR")-3-hidroxi-3,4,5-trimetil-
4,5,8,8a',10,12,13,13a-octahidro-2H-[1 ,6]dioxacicloundecino(2,3,4-gh]pirrolizina-2,6(3H)-
diona (6h). Este produto natural, extraido da Crotalaria retusa L., possuia uma pequena
quantidade de amostra para realizar as andlises, o que poderia ter inviabilizado sua elucidagdo
naquele momento. Todavia, o uso de célculos de DFT, nesse problema, demonstrou a
importancia da técnica na elucidac¢do de produtos naturais.

A terceira e quarta molécula foram obtidas da planta Conchocarpus mastigophorus
(Rutaceae). A lactama 35-(-)-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona (7a), apesar de sua estrutura mais
simples quando comparada as demais moléculas desse trabalho, demonstrou como os calculos
de DFT podem ser utilizados para aprimorar a elucida¢do de um produto natural que ji havia
sido registrado parcialmente na literatura. Além disso, o uso do experimento de VCD foi crucial
para determinar sua estrutura inequivoca. Finalmente, a acridona 1,3,6-triidroxi-2,4,5-
trimetoxi-10-metilacridin-9(10H)-ona (8b) teve sua estrutura completamente elucidada, e a
parte final de sua elucidacao (referente aos carbonos e prétons de algumas de suas metilas) foi
muito facilitada pelo uso dos cdlculos computacionais.

Esse trabalho traz exemplos de como a elucidagdo de moléculas organicas, de origem
sintética ou natural, pode ser viabilizada pela combinacdo de esforcos entre a quimica
computacional e espectros experimentais de RMN e outras técnicas. Com a chegada de
softwares mais otimizados e hardwares cada vez mais poderosos e acessiveis, o emprego dos
célculos computacionais de DFT no dia a dia dos laboratérios de pesquisa para elucidagdo de

moléculas € uma realidade préxima.
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Tabela 12 - Dados de RMN experimental e calculado para as estruturas candidatas 3a-3d para andlise de MAE.

- Experimental Calculado 8y Calculado ¢ | AGH | | ASc |

Posi¢ao

Ou &c 3a 3b 3c 3d 3a 3b 3c 3d 3a 3b 3c 3d 3a 3b 3c 3d

- 171,8 1729 1745 1740 1731 L1 27 22 13
3 485 737 4,80 441 433 480 758 82,0 79,8 727 0,05 044 052 005 2,1 83 6,1 1,0
3 4,40 - 4,63 451 453 430 023 011 0,113 0,10
3a - 77.9 89,5 7955 835 858 1,6 1,6 56 79
4 2,57 54,6 2,74 2,64 241 252 57,7 563 549 565 0,17 007 0,16 0,05 31 1,7 03 19
4a 224 40,6 226 2,10 278 240 497 47,7 435 428 0,02 0,14 0554 0,16 91 7,1 29 22
5 298 469 2,83 2,78 2,87 2,89 435 434 485 49,0 0,15 020 0,11 0,09 34 35 16 21
6 6,05 1358 6,31 634 6,12 6,14 141,6 141,77 1372 1373 026 029 0,07 0,09 58 59 14 15
7 6,05  136,5 631 635 6,13 6,13 1416 1418 1371 1378 026 0,30 0,08 0,08 51 53 06 13
8 298 474 2,68 2,83 2,89 286 42,6 42,7 48,6 495 0,30 0,15 0,09 0,12 48 47 12 21
8a 2,18 438 226 221 284 221 49,5 487 41,8 462 0,08 003 066 0,03 57 49 20 24
9 2,71 543 2,83 2770 248 2,65 56,3 51,5 50,8 56,9 0,12 0,01 023 0,06 20 28 35 26
9a - 76,0 83,3 780 81,1 825 73 20 51 65
10 1,83 339 281 1,79 1,00 1,86 492 398 283 333 0,98 004 083 0,03 153 59 56 06
10 2,68 - 2,13 1,84 2,64 270 0,55 0,84 0,04 0,02
11 122 536 1,38 270 144 1735 42,1 463 533 536 0,16 1,48 022 0,13 11,5 7,3 03 00
1 1,39 - 134 148 145 1,39 0,05 0,09 0,06 0,00

MAE 024 030 027 0,07 63 45 27 24
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Position Experimental Calculado ou Calculado dc | AGH | | Adc |
On dc 3e 3 32 3h 3e 3t 3g 3h 3e 3 3g 3h 3e 3 3g 3h

1 - 171,8 171,6 172,6 1739 171,2 02 08 21 06

3 4,85 73,7 4,57 428 421 4,71 724 795 81,6 724 0,28 0,57 0,64 0,14 1,3 58 79 13

3 4,4 - 4,22 450 4,39 4,38 0,18 0,10 0,01 0,02

3a - 77,9 853 829 770 889 74 50 09 11,0
4 2,57 54,6 249 234 254 274 57,1 553 56,8 595 0,08 0,23 0,03 0,17 25 07 22 49

4a 2,24 40,6 1,71 2,17 2,74 2,89 434 447 493 507 0,53 0,07 0,50 0,65 28 41 87 10,1
5 2,98 46,9 2,69 2,63 2,68 272 47,6 46,8 448 459 0,29 0,35 030 0,26 07 01 21 10

6 6,05 1358 6,27 6,36 6,15 592 140,1 141,0 1356 138,1 0,22 031 0,10 0,13 43 52 02 23

7 6,05 136,5 6,31 6,35 6,14 6,19 141,5 140,6 1353 140,3 0,26 0,30 0,09 0,14 50 41 1,2 38

8 2,98 474 2,65 2,70 2,71 2,68 475 47,1 44,8 458 0,33 0,28 0,27 0,30 01 03 26 16

8a 2,18 43,8 1,66 2,25 2,87 2,86 46,8 426 504 519 0,52 0,07 0,69 0,68 30 1,2 6,6 81

9 2,71 54,3 2,65 2,52 2,72 282 56,9 51,2 52,1 58,1 0,06 0,19 0,01 0,11 26 3,1 22 38

9a - 76 81,6 804 758 828 56 44 02 68

10 1,83 33,9 226 1,30 1,83 291 347 29,6 41,8 50,6 0,43 0,53 0,00 1,08 0,8 43 79 16,7
10' 2,68 - 241 2,28 191 2,18 0,27 0,40 0,77 0,50

11 1,22 53,6 198 1,95 1,68 1,63 433 43,1 60,2 61,2 0,76 0,73 0,46 0,41 10,3 10,5 6,6 7,6

11 1,39 - 1,15 1,18 1,95 1,96 0,24 0,21 0,56 0,57

MAE 0,32 031 032 037 33 36 37 57
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Tabela 14 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o

conformero de 3a.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (Xx,y,z)

1 6 3,774636 0,289491 -0,614187
2 6 1,467172 -0,078129 -1,181709
3 6 2,425330 -0,745539 0,964147
4 6 1,479562 -1,269247 -0,164997
5 6 3,785380 -0,725553 0,259865
6 6 2,407234 0,971809 -0,513979
7 6 -0,020466 -1,686765 -0,081844
8 6 -1,041625 -0,716942 0,571459
9 6 -1,023231 0,496599 -0,418388
10 6 -0,037549 0,062278 -1,533743
11 6 -0,739468 1,702037 0,472460
12 8 -0,829095 1,345372 1,767457
13 6 -0,799899 -0,082806 1,953981
14 6 2,172706 0,774230 0,993761
15 6 -0,394310 -1,448423 -1,571376
16 17 -2,601789 0,903293 -1,190119
17 17 -2,620971 -1,600064 0,661083
18 8 -0,519620 2,829159 0,122144
19 1 4,533169 0,530996 -1,352256
20 1 1,920853 -0,368083 -2,135329
21 1 2,384130 -1,287954 1,911452
22 1 1,954335 -2,153816 -0,602257
23 1 4,553618 -1,482777 0,381634
24 1 2,338622 1,987607 -0,907145
25 1 -0,151050 -2,701994 0,298174
26 1 -0,211966 0,636032 -2,445557
27 1 -1,582963 -0,329353 2,668132
28 1 0,173255 -0,359395 2,366887
29 1 2,928275 1,294387 1,587354
30 1 1,204914 1,084999 1,357283
31 1 0,241077 -2,008712 -2,261013
32 1 -1,442472 -1,651307 -1,803246
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Tabela 15 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o

confoérmero de 3b.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 3,651923 -1,034772 0,058095
2 6 1,342954 -1,064472 0,746458
3 6 2,490447 0,972301 0,029900
4 6 1,515739 0,448186 1,131664
5 6 3,797404 0,257672 0,380713
6 6 2,245000 -1,210936 -0,517083
7 6 0,060637 0,916743 1,406984
8 6 -0,911668 0,990064 0,211654
9 6 -1,075386 -0,524342 -0,187930
10 6 -0,189729 -1,274349 0,832186
11 6 -2,542503 -0,839128 0,157592
12 8 -3,174533 0,242397 0,621362
13 6 -2,336760 1,403774 0,670751
14 6 2,104818 0,152490 -1,214933
15 6 -0,467311 -0,382800 2,074179
16 17 -0,891953 -1,003964 -1,897204
17 17 -0,428764 2,169530 -1,051172
18 8 -3,075403 -1,911826 0,065306
19 1 4,342894 -1,846125 0,265978
20 1 1,742521 -1,719309 1,528302
21 1 2,543182 2,057207 -0,075313
22 1 2,014250 0,551598 2,101283
23 1 4,631117 0,713917 0,905858
24 1 2,072621 -2,106755 -1,116446
25 1 0,006876 1,826715 2,011644
26 1 -0,491032 -2,322362 0,906597
27 1 -2,331056 1,768397 1,701471
28 1 -2,776810 2,152821 0,013189
29 1 2,836385 0,272117 -2,018732
30 1 1,118795 0,357166 -1,605960
31 1 0,141021 -0,678179 2,931607
32 1 -1,512475 -0,348962 2,398173
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Tabela 16 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o

conférmero de 3c.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 3,236206 -1,368062 -0,421906
2 6 1,261729 -0,371604 0,823846
3 6 2,942035 0,922265 -0,397491
4 6 1,403625 0,888583 -0,087556
5 6 3,357754 -0,290865 -1,209165
6 6 2,737543 -0,894653 0,931076
7 6 0,349630 0,656906 -1,188427
8 6 -1,060003 0,827049 -0,558929
9 6 -1,186119 -0,451833 0,353188
10 6 0,158800 -1,193253 0,127509
11 6 -2,337577 -1,244442 -0,275288
12 8 -2,851048 -0,594826 -1,325693
13 6 -2,197750 0,655053 -1,593533
14 6 3,450452 0,478311 0,996093
15 6 0,333021 -0,876917 -1,374827
16 17 -1,619188 -0,196404 2,064649
17 17 -1,288532 2,402762 0,267623
18 8 -2,739763 -2,319026 0,082083
19 1 3,356995 -2,407753 -0,711674
20 1 0,949284 -0,109290 1,837511
21 1 3,287531 1,888618 -0,769745
22 1 1,180396 1,809697 0,454609
23 1 3,598062 -0,278311 -2,268265
24 1 2,895191 -1,579385 1,766456
25 1 0,470719 1,262313 -2,091784
26 1 0,093956 -2,247382 0,410741
27 1 -2,948098 1,441551 -1,516286
28 1 -1,804803 0,612327 -2,612825
29 1 4,538458 0,382994 1,034104
30 1 3,097249 1,116068 1,813672
31 1 -0,498870 -1,234118 -1,992308
32 1 1,245578 -1,273841 -1,801489
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Tabela 17 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o

conférmero de 3d.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 -3,279329 -0,276318 -1,290382
2 6 -1,272633 0,851148 -0,205919
3 6 -2,851040 -0,619722 0,951017
4 6 -1,320612 -0,275497 0,872653
5 6 -3,323104 -1,233051 -0,353852
6 6 -2,778565 0,993937 -0,628903
7 6 -0,292499 -1,310439 0,361728
8 6 1,134737 -0,735348 0,599913
9 6 1,184875 0,451209 -0,433320
10 6 -0,185022 0,350488 -1,180635
11 6 1,322057 1,692820 0,448231
12 8 1,289023 1,351723 1,745744
13 6 1,448970 -0,064058 1,945915
14 6 -3,408942 0,813038 0,774237
15 6 -0,339234 -1,182122 -1,177650
16 17 2,545705 0,442068 -1,588749
17 17 2,335544 -2,048186 0,339436
18 8 1,401148 2,833839 0,080212
19 1 -3,457080 -0,393360 -2,355261
20 1 -0,997475 1,822062 0,217813
21 1 -3,127574 -1,155552 1,860953
22 1 -1,046662 0,097091 1,864238
23 1 -3,542380 -2,286084 -0,502823
24 1 -2,991771 1,925645 -1,156048
25 1 -0,401430 -2,312263 0,784887
26 1 -0,152011 0,857320 -2,147518
27 1 0,773775 -0,370982 2,746121
28 1 2,482999 -0,242134 2,246031
29 1 -4,501055 0,836358 0,747878
30 1 -3,033128 1,524493 1,517643
31 1 0,507588 -1,681001 -1,657670
32 1 -1,254359 -1,538607 -1,633782
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Tabela 18 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o

conférmero de 3e.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (x,y,z)
1 6 -3,620955 1,028530 0,128370
2 6 -3,641358 0,043637 1,036623
3 6 -2,789138 -1,098695 0,491369
4 6 -1,327360 -0,549068 0,618314
5 6 -1,306420 0,625601 -0,414549
6 6 -2,747195 0,561255 -1,033202
7 6 -0,142299 -1,437940 0,168509
8 6 1,179643 -0,726824 0,580863
9 6 1,194123 0,514005 -0,386017
10 6 -0,069255 0,299346 -1,280382
11 6 1,280625 -0,101047 1,980530
12 8 0,967031 1,292819 1,831340
13 6 1,088717 1,712178 0,559793
14 8 1,064598 2,871771 0,253245
15 6 -3,114164 -0,938376 -1,007067
16 6 -0,040870 -1,235943 -1,360287
17 1 -1,194549 1,609563 0,047770
18 1 -1,187813 -0,211248 1,648120
19 17 2,540578 -1,885219 0,390105
20 17 2,657097 0,723328 -1,384421
21 1 -4,030738 2,028141 0,230808
22 1 -4,075362 0,073934 2,030781
23 1 -2,862404 1,098617 -1,976383
24 1 0,002062 0,860688 -2,214106
25 1 -0,181153 -2,465713 0,537690
26 1 0,903822 -1,612184 -1,762756
27 1 -0,841416 -1,673202 -1,945231
28 1 -2,558911 -1,582746 -1,682062
29 1 -4,180626 -1,082108 -1,195303
30 1 -2,944881 -2,080591 0,942693
31 1 0,577508 -0,532373 2,694717
32 1 2,296393 -0,175302 2,372761
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Tabela 19 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estivel para o

conformero de 3f.

Atomo # Numero Atémico Coordenadas cartesianas (X,y,z)
1 6 -3,600314 -0,373060 1,124201
2 6 -3,728287 0,771472 0,439367
3 6 -2,893557 0,639369 -0,832372
4 6 -1,426448 0,724461 -0,285464
5 6 -1,276827 -0,622634 0,498456
6 6 -2,682883 -1,288235 0,318010
7 6 -0,229064 0,704070 -1,258674
8 6 1,074550 0,902135 -0,437939
9 6 1,207481 -0,467852 0,327197
10 6 -0,033469 -1,268741 -0,148442
11 6 2,339645 0,949771 -1,328262
12 8 3,058188 -0,276400 -1,140528
13 6 2,484688 -1,093526 -0,246729
14 8 2,926326 -2,176929 0,019844
15 6 -3,121088 -0,864254 -1,099153
16 6 -0,052896 -0,786458 -1,615545
17 1 -1,355591 1,600850 0,359549
18 1 -1,098885 -0,476863 1,565315
19 17 1,420471 -0,398193 2,094577
20 17 1,055252 2,373467 0,585698
21 1 -4,220715 1,682232 0,764609
22 1 -3,122973 1,339241 -1,638475
23 1 -2,558276 -1,298421 -1,920753
24 1 -4,180239 -1,076688 -1,262540
25 1 -0,298724 1,408081 -2,093179
26 1 0,875806 -1,002794 -2,155023
27 1 -0,855237 -1,197824 -2,215619
28 1 3,004177 1,768488 -1,053026
29 1 2,077387 1,022459 -2,387302
30 1 0,087574 -2,341536 0,023014
31 1 -2,718525 -2,351303 0,564155
32 1 -3,968361 -0,588067 2,122169
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Tabela 20 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o

conférmero de 3g.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 -2,226418 -0,284498 1,476242
2 6 -2,387765 0,922784 0,926499
3 6 -2,699649 0,730016 -0,546948
4 6 -1,508584 0,123985 -1,364859
5 6 -1,317905 -1,285077 -0,707668
6 6 -2,429370 -1,322048 0,389666
7 6 -0,055172 0,610303 -1,613487
8 6 0,838595 0,935778 -0,399008
9 6 1,015139 -0,467331 0,284557
10 6 0,219808 -1,433506 -0,623682
11 6 2,279234 1,307518 -0,851323
12 8 3,143784 0,213473 -0,530180
13 6 2,508311 -0,792505 0,082497
14 8 3,057928 -1,813171 0,392259
15 6 -3,526782 -0,584088 -0,431418
16 6 0,561417 -0,768785 -1,991104
17 1 -1,905796 0,003515 -2,380033
18 17 0,264309 2,297905 0,604571
19 17 0,757002 -0,592383 2,039760
20 1 -2,294887 1,880846 1,419865
21 1 -1,969582 -0,506368 2,503851
22 1 -3,749082 -1,053954 -1,396485
23 1 -4,448605 -0,446142 0,138049
24 1 -3,185597 1,572873 -1,042122
25 1 -2,668931 -2,329661 0,734383
26 1 0,032555 -1,243001 -2,820272
27 1 -1,603697 -2,067156 -1,421633
28 1 1,626311 -0,748218 -2,242567
29 1 0,017644 1,392494 -2,374488
30 1 0,566120 -2,460706 -0,486602
31 1 2,654928 2,187001 -0,329891
32 1 2,327467 1,466898 -1,932091




148

Tabela 21 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estivel para o

conférmero de 3h.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)
1 6 2,283414 1,319699 0,336685
2 6 2,282147 0,459977 1,362074
3 6 2,578949 -0,924982 0,817880
4 6 1,439345 -1,467372 -0,111575
5 6 1,448012 -0,451794 -1,300277
6 6 2,593904 0,537694 -0,923027
7 6 -0,075787 -1,740256 0,121610
8 6 -0,991693 -0,610226 0,667941
9 6 -0,934097 0,449280 -0,482125
10 6 -0,057108 -0,220686 -1,577492
11 6 -0,656875 0,187406 1,939315
12 8 -0,457863 1,552350 1,546082
13 6 -0,498362 1,735458 0,217489
14 8 -0,288366 2,798072 -0,301355
15 6 -0,529464 -1,686980 -1,367486
16 17 -2,618982 -1,363446 0,940420
17 17 -2,518859 0,873896 -1,228830
18 6 3,565203 -0,515256 -0,314949
19 1 1,794230 -0,950884 -2,213132
20 1 1,806334 -2,441672 -0,455720
21 1 2,091398 0,700021 2,402484
22 1 2,941800 -1,654643 1,544165
23 1 3,815489 -1,333278 -0,999598
24 1 4479117 -0,061338 0,075291
25 1 -1,603112 -1,829775 -1,506581
26 1 0,010721 -2,394369 -2,000800
27 1 -0,261092 -2,677054 0,650690
28 1 -1,479016 0,177734 2,653381
29 1 0,249215 -0,179072 2,420934
30 1 2,073929 2,381891 0,375188
31 1 2,965723 1,123729 -1,764982
32 1 -0,257123 0,225912 -2,552561
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Tabela 22 - Coeficiente linear e angular resultante da regressdo linear® realizada com os
deslocamentos quimicos calculados de 'H e '3C das estruturas candidatas 6a-6h.

RMN de 'H RMN de 13C
Estruturas
candidatas Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente
linear angular linear angular

6a 0,102 0,925 0,686 0,917
6b 0,135 0,910 -2,564 0,952
6c¢ 0,034 0,946 0,045 0,928
6d 0,090 0,942 0,793 0,917
6e 0,287 0,884 0,006 0,933
of 0,052 0,962 -0,943 0,944
6g 0,207 0,921 -3,408 0,966
6h -0,013 0,960 -0,734 0,933

2A regressdo linear para os dados de carbono foi realizada sem considerar os deslocamentos quimicos para os

carbonos carbonilicos (C11 e C15).
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Tabela 23 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o
conférmero de 6a.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)
1 6 2,7755 -1,9755 -0,2195
2 6 1,7974 -1,0430 -0,9286
3 6 2,4907 0,3189 -0,7792
4 7 3,3174 0,2219 0,4487
5 6 3,1908 -1,1370 0,9918
6 6 2,9578 1,3212 1,3578
7 6 1,9072 2,0985 0,6119
8 6 1,6289 1,5368 -0,5652
9 8 0,5720 -1,0498 -0,1619
10 6 0,6085 1,9891 -1,5643
11 6 -0,5404 -1,4879 -0,7434
12 8 -0,6255 -1,8490 -1,8988
13 6 -1,7103 -1,6115 0,2401
14 6 -2,1433 -0,2897 0,9210
15 6 -2,5844 0,8007 -0,1028
16 6 -1,4419 1,7474 -0,4007
17 8 -1,2510 2,8034 0,1626
18 8 -0,6304 1,2708 -1,3618
19 6 -3,7836 1,5861 0,4271
20 6 -1,1806 0,2432 1,9860
21 6 -1,3166 -2,6747 1,2763
22 8 -2,8437 -2,0551 -0,4807
23 1 3,1251 0,4516 -1,6704
24 1 2,3196 -2,9326 0,0457
25 1 3,6335 -2,1591 -0,8745
26 1 1,5738 -1,3067 -1,9623
27 1 2,4059 -1,1857 1,7653
28 1 4,1300 -1,4774 1,4372
29 1 2,5616 0,9353 2,3109
30 1 3,8268 1,9453 1,6030
31 1 1,4339 2,9937 1,0055
32 1 0,9070 1,7404 -2,5851
33 1 0,4171 3,0602 -1,4845
34 1 -3,0688 -0,5884 1,4329
35 1 -2,8572 0,2981 -1,0365
36 1 -4,6369 0,9138 0,5463
37 1 -3,5556 2,0386 1,3964
38 1 -4,0664 2,3891 -0,2584
39 1 -1,0654 -0,4726 2,8030
40 1 -0,1911 0,4581 1,5718
41 1 -1,5758 1,1710 2,4098
42 1 -2,1321 -2,7861 1,9967
43 1 -0,3987 -2,4081 1,8039
44 1 -1,1677 -3,6344 0,7723
45 1 -2,5466 -2,4962 -1,2953
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Tabela 24 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estidvel para o
conférmero de 6b.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 1,9779 -2,0473 -1,2101
2 6 1,2472 -0,7075 -1,2244
3 6 2,3572 0,2716 -0,8237
4 7 3,3144 -0,5171 -0,0062
5 6 2,8684 -1,9153 0,0264
6 6 3,4914 0,1346 1,2990
7 6 2,6712 1,3901 1,1996
8 6 2,0168 1,4637 0,0397
9 8 0,2382 -0,6987 -0,1865
10 6 1,1117 2,5875 -0,3759
11 6 -0,9296 -1,2618 -0,4966
12 8 -1,1624 -1,8241 -1,5455
13 6 -1,9412 -1,1853 0,6486
14 6 -2,1729 0,2579 1,1760
15 6 -2,3660 1,3480 0,0745
16 6 -1,0847 1,6951 -0,6676
17 8 -0,8526 1,4183 -1,8265
18 8 -0,2288 2,3687 0,1117
19 6 -3,4773 1,0442 -0,9299
20 6 -1,1735 0,6873 2,2582
21 6 -1,4404 -2,1373 1,7468
22 8 -3,1881 -1,6533 0,1726
23 1 2,8294 0,6084 -1,7604
24 1 1,2945 -2,8983 -1,1718
25 1 2,5854 -2,1268 -2,1178
26 1 0,7662 -0,4558 -2,1702
27 1 2,2789 -2,1221 0,9353
28 1 3,7168 -2,6059 0,0094
29 1 3,1321 -0,5087 2,1188
30 1 4,5470 0,3546 1,5042
31 1 2,6304 2,1361 1,9897
32 1 1,0861 2,7130 -1,4609
33 1 1,4239 3,5202 0,0956
34 1 -3,1595 0,1847 1,6539
35 1 -2,6305 2,2558 0,6323
36 1 -3,6707 1,9242 -1,5495
37 1 -3,2045 0,2173 -1,5875
38 1 -4,3941 0,7712 -0,4032
39 1 -0,1380 0,6073 1,9198
40 1 -1,3524 1,7302 2,5329
41 1 -1,2988 0,0789 3,1567
42 1 -1,4034 -3,1546 1,3446
43 1 -0,4474 -1,8625 2,1085
44 1 -2,1485 -2,1228 2,5800
45 1 -3,0325 -2,2640 -0,5687
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Tabela 25 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o
conférmero de 6c¢.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 2,1230 -1,9448 -1,2045
2 6 1,3978 -0,6023 -1,1695
3 6 2,4873 0,3507 -0,6602
4 7 3,4375 -0,4945 0,1087
5 6 2,9712 -1,8855 0,0654
6 6 3,6214 0,0788 1,4499
7 6 2,7597 1,3104 1,4500
8 6 2,1088 1,4597 0,2953
9 8 0,3408 -0,6492 -0,1813
10 6 1,1955 2,6004 -0,0421
11 6 -0,8044 -1,2088 -0,5651
12 8 -0,9929 -1,7129 -1,6524
13 6 -1,8581 -1,1867 0,5423
14 6 -2,1338 0,2605 1,0335
15 6 -2,2943 1,3238 -0,0929
16 6 -0,9482 1,7415 -0,6627
17 8 -0,6045 1,6238 -1,8203
18 8 -0,1728 2,2818 0,2876
19 6 -3,2655 0,9626 -1,2155
20 6 -3,3660 0,2844 1,9429
21 6 -1,3189 -2,0684 1,6809
22 8 -3,0511 -1,7529 0,0411
23 1 2,9760 0,7760 -1,5511
24 1 1,4357 -2,7929 -1,2373
25 1 2,7614 -1,9767 -2,0936
26 1 0,9606 -0,2920 -2,1193
27 1 2,3481 -2,1255 0,9437
28 1 3,8110 -2,5861 0,0445
29 1 3,3076 -0,6305 2,2316
30 1 4,6732 0,3250 1,6452
31 1 2,7018 1,9941 2,2935
32 1 1,2557 2,8719 -1,0988
33 1 1,4311 3,4680 0,5756
34 1 -1,2611 0,5589 1,6255
35 1 -2,6626 2,2241 0,4183
36 1 -4,2250 0,6445 -0,8039
37 1 -3,4294 1,8304 -1,8595
38 1 -2,8745 0,1541 -1,8365
39 1 -4,2645 -0,0066 1,3939
40 1 -3,5104 1,2914 2,3441
41 1 -3,2549 -0,3966 2,7899
42 1 -0,4295 -1,6268 2,1370
43 1 -2,0935 -2,1951 2,4392
44 1 -1,0644 -3,0589 1,2907
45 1 -2,8641 -2,1714 -0,8172
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Tabela 26 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estiavel para o
conférmero de 6d.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 2,6139 -1,9803 -0,6958
2 6 1,7246 -0,8015 -1,0802
3 6 2,5770 0,3888 -0,6269
4 7 3,3346 -0,0915 0,5514
5 6 3,1481 -1,5446 0,6756
6 6 2,9705 0,7232 1,7205
7 6 2,1057 1,8174 1,1546
8 6 1,8746 1,6311 -0,1454
9 8 0,5358 -0,8426 -0,2595
10 6 1,0259 2,4695 -1,0484
11 6 -0,5167 -1,4969 -0,7410
12 8 -0,5480 -2,0564 -1,8176
13 6 -1,6883 -1,5244 0,2480
14 6 -1,9601 -0,1064 0,7872
15 6 -2,2374 0,8671 -0,4171
16 6 -1,1746 1,9388 -0,3462
17 8 -1,1440 2,8147 0,4924
18 8 -0,2210 1,7750 -1,2798
19 6 -3,6306 1,4981 -0,4543
20 6 -3,0585 -0,1065 1,8512
21 6 -1,3080 -2,5209 1,3526
22 8 -2,8464 -1,9554 -0,4336
23 1 3,2540 0,6256 -1,4636
24 1 2,0686 -2,9273 -0,6696
25 1 3,4279 -2,0650 -1,4232
26 1 1,4317 -0,7634 -2,1309
27 1 2,4077 -1,7786 1,4566
28 1 4,0834 -2,0493 0,9351
29 1 2,4112 0,1314 2,4647
30 1 3,8574 1,1223 2,2288
31 1 1,7186 2,6401 1,7498
32 1 1,4730 2,5786 -2,0391
33 1 0,8258 3,4517 -0,6184
34 1 -1,0330 0,2103 1,2799
35 1 -2,0954 0,3170 -1,3529
36 1 -3,7419 2,1002 -1,3605
37 1 -3,7986 2,1484 0,4068
38 1 -4,3962 0,7195 -0,4675
39 1 -3,2570 09118 2,1934
40 1 -3,9891 -0,5351 1,4699
41 1 -2,7449 -0,6851 2,7232
42 1 -0,4884 -2,1357 1,9662
43 1 -2,1781 -2,7093 1,9841
44 1 -0,9989 -3,4728 0,9087
45 1 -2,5872 -2,5917 -1,1234
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Tabela 27 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o
conférmero de 6e.

Atomo # Numero Atomico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 -2,3715 1,8820 -1,1789
2 6 -1,5020 0,6280 -1,1939
3 6 -2,4885 -0,4460 -0,7108
4 7 -3,4435 0,2614 0,1773
5 6 -3,1755 1,7049 0,1119
6 6 -3,4033 -0,3465 1,5161
7 6 -2,4710 -1,5160 1,3639
8 6 -1,9591 -1,5777 0,1354
9 8 -0,4569 0,7414 -0,2021
10 6 -1,0467 -2,6321 -0,4038
11 6 0,6133 1,4752 -0,5197
12 8 0,7296 2,0839 -1,5620
13 6 1,7250 1,3715 0,5365
14 6 2,7756 0,3347 0,0084
15 6 2,1657 -0,8331 -0,8091
16 6 1,0463 -1,5701 -0,1018
17 8 0,9664 -1,7528 1,0989
18 8 0,1427 -2,0360 -0,9691
19 6 3,2235 -1,8632 -1,2404
20 6 3,6981 -0,1252 1,1416
21 6 2,3558 2,7506 0,7041
22 8 1,1986 1,0195 1,7992
23 1 -2,9960 -0,8356 -1,6066
24 1 -1,7863 2,8024 -1,2069
25 1 -3,0304 1,8595 -2,0529
26 1 -1,0435 0,4039 -2,1592
27 1 -2,5748 2,0325 0,9747
28 1 -4,1024 2,2855 0,1068
29 1 -3,0235 0,3645 2,2669
30 1 -4,4001 -0,6611 1,8497
31 1 -2,2550 -2,2124 2,1681
32 1 -1,5014 -3,1577 -1,2461
33 1 -0,7679 -3,3473 0,3720
34 1 3,3823 0,8855 -0,7219
35 1 1,7277 -0,4175 -1,7234
36 1 4,0603 -1,3511 -1,7236
37 1 3,6077 -2,4213 -0,3829
38 1 2,7958 -2,5727 -1,9524
39 1 4,5768 -0,6297 0,7335
40 1 4,0503 0,7282 1,7252
41 1 3,1866 -0,8125 1,8183
42 1 3,2002 2,6903 1,3934
43 1 2,6994 3,1349 -0,2571
44 1 1,6190 3,4424 1,1208
45 1 0,9225 0,0891 1,7855
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Tabela 28 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o
conférmero de 6f.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 -2,4400 -1,8201 1,2233
2 6 -1,5575 -0,5778 1,1694
3 6 -2,5278 0,5123 0,6967
4 7 -3,6203 -0,1979 -0,0178
5 6 -3,3246 -1,6374 -0,0091
6 6 -3,7952 0,4051 -1,3489
7 6 -2,7364 1,4703 -1,4218
8 6 -2,0160 1,5275 -0,3004
9 8 -0,5558 -0,7320 0,1404
10 6 -0,9181 2,5088 -0,0219
11 6 0,5831 -1,3302 0,4905
12 8 0,7674 -1,8762 1,5555
13 6 1,6574 -1,2363 -0,6027
14 6 2,8473 -0,3882 -0,0498
15 6 2,5537 1,1360 -0,0639
16 6 1,1953 1,4957 0,5120
17 8 0,8823 1,3688 1,6767
18 8 0,3788 2,0016 -0,4263
19 6 3,5914 1,9339 0,7419
20 6 4,1227 -0,6579 -0,8536
21 6 2,0616 -2,6752 -0,9279
22 8 1,1470 -0,6861 -1,8039
23 1 -2,9119 1,0228 1,5924
24 1 -1,8593 -2,7445 1,2161
25 1 -3,0401 -1,7874 2,1381
26 1 -1,0479 -0,3349 2,1024
27 1 -2,7712 -1,9367 -0,9143
28 1 -4,2426 -2,2295 0,0386
29 1 -3,6699 -0,3458 -2,1424
30 1 -4,7978 0,8344 -1,4715
31 1 -2,6069 2,1198 -2,2823
32 1 -0,8739 2,7765 1,0358
33 1 -1,0533 3,4068 -0,6250
34 1 3,0034 -0,6997 0,9910
35 1 2,5621 1,4724 -1,1053
36 1 3,3313 2,9959 0,7565
37 1 3,6262 1,5747 1,7740
38 1 4,5854 1,8446 0,3030
39 1 4,4611 -1,6881 -0,7303
40 1 3,9473 -0,4746 -1,9192
41 1 4,9384 -0,0115 -0,5268
42 1 2,7187 -2,6822 -1,7988
43 1 2,5740 -3,1345 -0,0801
44 1 1,1693 -3,2611 -1,1638
45 1 0,5615 0,0610 -1,6051




156

Tabela 29 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o
conférmero de 6g.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (X,y,z)
1 6 2,1375 -2,0128 -1,2574
2 6 1,3660 -0,6967 -1,2197
3 6 2,4674 0,3058 -0,8429
4 7 3,4459 -0,4621 -0,0340
5 6 3,0649 -1,8814 -0,0466
6 6 3,5771 0,1622 1,2914
7 6 2,7146 1,3911 1,2096
8 6 2,0967 1,4776 0,0325
9 8 0,4077 -0,7179 -0,1387
10 6 1,2087 2,5846 -0,4361
11 6 -0,7399 -1,3683 -0,3475
12 8 -0,9968 -1,9778 -1,3643
13 6 -1,7413 -1,1714 0,8001
14 6 -2,7779 -0,0791 0,3433
15 6 -2,1680 1,0556 -0,5215
16 6 -0,9239 1,6877 0,0664
17 8 -0,7414 1,8992 1,2518
18 8 -0,0624 2,0591 -0,8823
19 6 -3,1560 2,2183 -0,7499
20 6 -3,9688 -0,6816 -0,4106
21 6 -2,3840 -2,5194 1,1148
22 8 -1,0902 -0,7900 1,9965
23 1 2,9188 0,6522 -1,7853
24 1 1,4850 -2,8863 -1,2159
25 1 2,7153 -2,0515 -2,1865
26 1 0,8425 -0,4495 -2,1454
27 1 2,5210 -2,1506 0,8724
28 1 3,9415 -2,5312 -0,1220
29 1 3,2262 -0,5131 2,0876
30 1 4,6204 0,4125 1,5214
31 1 2,6213 2,1072 2,0202
32 1 1,6159 3,0721 -1,3244
33 1 1,0469 3,3231 0,3508
34 1 -3,1392 0,3595 1,2830
35 1 -1,8885 0,6462 -1,5001
36 1 -3,9833 1,9103 -1,3893
37 1 -3,5587 2,5672 0,2058
38 1 -2,6535 3,0553 -1,2416
39 1 -4,7008 0,0889 -0,6563
40 1 -3,6399 -1,1545 -1,3424
41 1 -4,4839 -1,4295 0,1930
42 1 -1,6200 -3,1780 1,5360
43 1 -3,1723 -2,3820 1,8593
44 1 -2,7997 -2,9863 0,2223
45 1 -0,8093 0,1368 1,9371
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Tabela 30 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o
conférmero de 6h.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 6 2,486854 0,341509 -0,653821
2 7 3,437003 -0,503268 0,114719
3 6 3,60551 0,05845 1,462639
4 6 2,747549 1,29301 1,461314
5 6 2,105101 1,447617 0,302478
6 6 1,399754 -0,611729 -1,166201
7 6 2,134434 -1,948631 -1,218633
8 6 2,984164 -1,898326 0,051319
9 8 0,348996 -0,679319 -0,176015
10 6 -0,814778 -1,21197 -0,57463
11 6 -1,837094 -1,197298 0,571995
12 6 1,195579 2,589529 -0,040177
13 8 -0,176431 2,269282 0,273295
14 6 -0,945408 1,738253 -0,686815
15 8 -0,596005 1,627265 -1,842688
16 1 2,976164 0,769333 -1,543387
17 8 -1,014392 -1,640665 -1,687842
18 8 -1,25329 -1,885855 1,674339
19 6 -2,145243 0,267668 1,005758
20 6 -2,298258 1,323741 -0,127878
21 6 -3,052209 -2,024339 0,178945
22 6 -3,350954 0,315644 1,946567
23 6 -3,263182 0,973922 -1,258614
24 1 4,655509 0,29897 1,674152
25 1 3,278514 -0,655443 2,234977
26 1 2,684978 1,973089 2,307355
27 1 0,957886 -0,295091 -2,111572
28 1 2,7717 -1,967005 -2,109059
29 1 1,451778 -2,800173 -1,258988
30 1 2,36461 -2,156565 0,926544
31 1 3,830743 -2,590464 0,019701
32 1 1,423718 3,455268 0,582975
33 1 1,266795 2,864481 -1,09544
34 1 -0,450336 -1,412767 1,956918
35 1 -1,26432 0,577585 1,582073
36 1 -2,66697 2,224816 0,381882
37 1 -3,598144 -1,576295 -0,650965
38 1 -2,725461 -3,021921 -0,121836
39 1 -3,716754 -2,119473 1,038924
40 1 -3,403138 1,293358 2,433598
41 1 -3,262678 -0,448662 2,723313
42 1 -4,29254 0,154432 1,412576
43 1 -2,877914 0,159024 -1,875954
44 1 -3,406538 1,84081 -1,90799
45 1 -4,238563 0,687597 -0,85703
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Tabela 31 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o

conférmero de 7a.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 8 -0,2376 0,3290 -2,3816
2 6 -0,1755 0,3005 -1,1497
3 6 -0,1741 -1,0165 0,9461

4 6 1,1224 1,0959 0,8981
5 6 0,1954 0,231 1,7325
6 6 0,4263 1,4975 -0,3901
7 7 -0,7096 -0,7297 -0,3794
8 6 -1,3003 -1,8519 -1,0881
9 8 1,3571 2,2024 -1,2069
10 1 0,711 -1,6502 0,8116
11 1 -0,9215 -1,5897 1,5057
12 1 2,0514 0,5552 0,6755
13 1 1,4186 1,9907 1,458

14 1 0,683 -0,0506 2,672

15 1 -0,7096 0,795 1,989

16 1 -0,4026 2,1815 -0,1718
17 1 -1,8138 -1,5131 -1,9927
18 1 -2,0252 -2,351 -0,4388
19 1 -0,5074 -2,5514 -1,3695
20 1 1,0121 2,1253 -2,1197
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Tabela 32 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o

conférmero de 7b.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (X,y,z)

1 8 1,7325 0,8785 -1,6723
2 6 0,7841 0,5170 -0,9732
3 6 -0,1795 -1,0974 0,6297
4 6 -1,1142 1,1965 0,6049
5 6 -1,4549 -0,2787 0,6988
6 6 -0,3325 1,4952 -0,6616
7 7 0,6169 -0,7971 -0,5514
8 6 1,6823 -1,7359 -0,8595
9 8 -0,3809 1,5871 1,765

10 1 0,4486 -0,9177 1,5103
11 1 -0,4382 -2,1622 0,6118
12 1 -2,0406 1,7821 0,6085
13 1 -1,9692 -0,4953 1,6419
14 1 -2,1245 -0,559 -0,1232
15 1 0,1137 2,4944 -0,5949
16 1 -1,0087 1,478 -1,5247
17 1 2,1174 -1,5237 -1,8405
18 1 1,2801 -2,7529 -0,8678
19 1 2,4629 -1,6496 -0,0976
20 1 -0,1952 2,5406 1,6959
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Tabela 33 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o

conférmero de 7c.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (x,y,z)

1 8 -0,9748 -1,4742 -1,9815
2 6 -0,6663 -0,7023 -1,0728
3 6 09118 -0,0522 0,7354
4 6 -1,4722 0,6025 0,962

5 6 -0,0402 1,0644 1,17

6 6 -1,7007 0,2466 -0,4978
7 7 0,6359 -0,5843 -0,5961
8 8 0,1743 2,2588 0,4187
9 6 1,6384 -1,4742 -1,1557
10 1 1,9419 0,3219 0,7361
11 1 0,8443 -0,8918 1,4375
12 1 -2,1736 1,3947 1,2479
13 1 -1,6775 -0,2695 1,5946
14 1 0,13 1,3078 2,2241
15 1 -1,7008 1,1485 -1,121
16 1 -2,6867 -0,2218 -0,5975
17 1 1,1307 2,4296 0,3794
18 1 1,4328 -1,6854 -2,2091
19 1 1,6292 -2,4139 -0,5954
20 1 2,6235 -1,0053 -1,0788
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Tabela 34 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o

conférmero de 7d.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (x,y,z)

1 8 -0,2616 0,5545 -2,4953
2 6 -0,1422 0,5062 -1,2709
3 6 -0,2075 -0,7958 0,8438
4 6 1,1329 1,2981 0,7901

5 6 0,1713 0,4594 1,6158
6 6 0,4765 1,6735 -0,5246
7 7 -0,6436 -0,5402 -0,5111
8 6 -1,3496 -1,6182 -1,1874
9 1 -1,0039 -1,3203 1,3828
10 1 2,0579 0,74 0,6019
11 1 1,4103 2,2041 1,3402
12 1 0,6471 0,1929 2,5663
13 1 -0,7273 1,0465 1,8409
14 1 -0,3211 2,4057 -0,3519
15 1 -1,7876 -1,2759 -2,1292
16 1 -2,1534 -1,9847 -0,5425
17 1 -0,6463 -2,4288 -1,3991
18 8 09113 -1,6577 0,764

19 1 1,2139 -1,6011 -0,1573
20 1 1,2229 2,1416 -1,1763
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Tabela 35 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estdvel para o

conformero de 8a.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (x,y,z)

1 6 -4,1114 1,6802 -0,0413
2 6 -4,2133 0,2820 0,0585
3 6 -3,0760 -0,5165 0,1648
4 6 -1,7937 0,0689 0,2317
5 6 -1,6969 1,4709 0,0801
6 6 -2,8598 2,2519 -0,0522
7 7 -0,6704 -0,7197 0,4315
8 6 0,5943 -0,1763 0,1942
9 6 0,7611 1,2218 0,0475
10 6 -0,3911 2,1078 0,0543
11 6 1,7265 -1,0015 0,0983
12 6 2,9937 -0,4382 -0,0971
13 6 3,1669 0,9453 -0,2054
14 6 2,0487 1,7694 -0,1409
15 8 -0,2593 3,3513 -0,0080
16 8 2,2520 3,0944 -0,2835
17 8 -5,4367 -0,2802 0,0083
18 8 4,4147 1,4440 -0,4024
19 6 -0,7813 -1,8702 1,3545
20 8 -3,2738 -1,8782 0,1740
21 6 -2,8977 -2,5100 -1,0566
22 8 4,0608 -1,2698 -0,2536
23 6 4,9230 -1,3162 0,8884
24 8 1,6148 -2,3662 0,1624
25 6 1,5774 -2,9817 -1,1256
26 1 -5,0177 2,2699 -0,1353
27 1 -2,7389 3,3255 -0,1596
28 1 1,3537 3,5204 -0,1986
29 1 -5,3626 -1,2400 0,1667
30 1 4,3660 2,4154 -0,4661
31 1 0,1103 -1,8961 1,9788
32 1 -1,6594 -1,7240 1,9818
33 1 -0,8672 -2,8211 0,8253
34 1 -3,0798 -3,5765 -0,9241
35 1 -3,5052 -2,1239 -1,8819
36 1 -1,8378 -2,3343 -1,2695
37 1 5,7377 -1,9919 0,6292
38 1 5,3192 -0,3211 1,1090
39 1 4,3759 -1,7083 1,7521
40 1 1,4465 -4,0510 -0,9557
41 1 0,7343 -2,5919 -1,7088
42 1 2,5145 -2,8008 -1,6612
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Tabela 36 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o

conformero de 8b.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (x,y,z)
1 6 3,8386 -2,1092 -0,1541
2 6 4,1464 -0,7504 0,0214
3 6 3,1396 0,2004 0,1860
4 6 1,7859 -0,1934 0,2315
5 6 1,4826 -1,5538 0,0062
6 6 2,5154 -2,4891 -0,1804
7 7 0,7864 0,7394 0,4801
8 6 -0,5418 0,4028 0,2238
9 6 -0,9126 -0,9494 0,0095
10 6 0,0942 -1,9886 -0,0433
11 6 -1,5267 1,4004 0,1757
12 6 -2,8640 1,0396 -0,0202
13 6 -3,2468 -0,2988 -0,1832
14 6 -2,2757 -1,2917 -0,1964
15 8 -0,2117 -3,1973 -0,1742
16 8 -2,6519 -2,5605 -0,4061
17 8 5,4398 -0,3734 -0,0115
18 8 -3,7810 2,0209 -0,0810
19 6 1,0629 1,8162 1,4558
20 8 3,5384 1,5144 0,2776
21 6 3,2705 2,2698 -0,9107
22 8 -4,5755 -0,5540 -0,4095
23 6 -5,2202 -1,2631 0,6574
24 8 -1,2097 2,7322 0,2736
25 6 -1,0317 3,3492 -1,0021
26 1 4,6472 -2,8201 -0,2900
27 1 2,2366 -3,5256 -0,3434
28 1 -1,8170 -3,1082 -0,3551
29 1 5,5105 0,5739 0,2100
30 1 -4,6468 1,6321 -0,3094
31 1 0,1806 1,9470 2,0801
32 1 1,9044 1,5092 2,0750
33 1 1,2950 2,7671 0,9727
34 1 3,6000 3,2892 -0,7097
35 1 3,8267 1,8544 -1,7577
36 1 2,1991 2,2599 -1,1376
37 1 -6,2648 -1,3708 0,3656
38 1 -4,7630 -2,2466 0,7873
39 1 -5,1504 -0,6883 1,5869
40 1 -0,7516 4,3858 -0,8115
41 1 -0,2346 2,8446 -1,5611
42 1 -1,9628 3,3153 -1,5769
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Tabela 37 - Coordenadas cartesianas para a estrutura candidata otimizada mais estavel para o
conférmero de 8c.

Atomo # Numero Atdmico Coordenadas cartesianas (X,y,z)
1 6 4,1305 1,8168 0,0461
2 6 4,3500 0,4293 0,0745
3 6 3,2866 -0,4670 -0,0174
4 6 1,9694 0,0029 -0,1960
5 6 1,7501 1,3975 -0,1742
6 6 2,8376 2,2811 -0,0551
7 7 0,9268 -0,8929 -0,3770
8 6 -0,3874 -0,4432 -0,2355
9 6 -0,6831 0,9433 -0,2330
10 6 0,3939 1,9193 -0,2722
11 6 -1,4319 -1,3621 -0,0888
12 6 -2,7538 -0,9075 -0,0120
13 6 -3,0602 0,4591 -0,0419
14 6 -2,0244 1,3861 -0,1460
15 8 0,1651 3,1475 -0,3355
16 8 -2,3403 2,6929 -0,1307
17 8 5,6094 -0,0240 0,2339
18 8 -1,1604 -2,6915 0,0365
19 6 1,1721 -2,0861 -1,2161
20 8 3,5878 -1,8039 0,1020
21 6 3,1707 -2,3648 1,3545
22 8 -4,3591 0,8821 0,0532
23 6 -4,7226 1,2719 1,3800
24 8 -3,6795 -1,8848 0,1748
25 6 -4,9221 -1,8065 -0,5374
26 1 4,9795 2,4872 0,1325
27 1 2,6271 3,3462 -0,0493
28 1 -1,4828 3,1869 -0,2208
29 1 5,6167 -0,9971 0,1652
30 1 -2,0025 -3,1757 0,1117
31 1 0,3089 -2,2310 -1,8645
32 1 2,0546 -1,9016 -1,8274
33 1 1,3209 -2,9875 -0,6206
34 1 3,4631 -3,4146 1,3332
35 1 3,6713 -1,8524 2,1826
36 1 2,0851 -2,2807 1,4714
37 1 -5,7622 1,5975 1,3338
38 1 -4,6304 0,4206 2,0645
39 1 -4,0894 2,0966 1,7206
40 1 -5,2586 -2,8366 -0,6560
41 1 -5,6547 -1,2300 0,0281
42 1 -4,7702 -1,3454 -1,5164
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1 | INTRODUCTION

Milena G. Teixeira |

Elson S. Alvarenga

Abstract

Phtalides are secondary metabolites found in several fungi with a wide range
of biological activities. A novel phthalide analog was synthesized by Diels-
Alder reaction between cyclopentadiene and 3,4-dichlorofuran-2(5H)-one.
Quantum mechanical calculations were used in conjunction with the spectro-
metric methods to determine the structure of the title compound. The calcu-
lated NMR chemical shifts for eight candidate pairs of enantiomers were
compared with the experimental NMR chemical shifts applying the DP4 prob-
ability and mean absolute errors methodology. DP4 analysis using 'H and '*C
NMR chemical shifts without assignment of the signals presented 100% proba-
bility for the correct candidate structure 3d, proving the consistency of the
method even without spectra interpretation. Results from theoretical calcula-
tion and NMR spectra interpretation were in agreement to the structure of rac-
(3aR,45,4aS,5R,8S,8aR,9R,9aS)-3a,9a-dichloro-3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octahydro-
4,9:5,8-dimethanonaphtho(2,3-c|furan-1(3H)-one.

KEYWORDS
'H NMR, "*C NMR, Diels-Alder, DP4, MAE, Gaussian, phtalides, y-lactone

properties, and bioactivities of phthalides and their
derivatives.*

In the last decades, the quality of life of mankind was sig-
nificantly risen by the results of the scientific research. A
good part of this is due to the discovery of new natural
products, combined with synthesis and structure modifi-
cation.) The necessity for new chemical compounds,
with less environmental impact, for the treatment of
human diseases or protection of plantations is increasing
every year.lz] To overcome this challenge, natural prod-
ucts have been an excellent starting point for new drugs
and agrochemicals. One group of natural products that
our research group has been interested in are phthalides
(or isobenzofuranones) and their derivatives. Phthalides
can be found in nature as secondary metabolites of sev-
eral species of fungi, and in the last years, much research
has been done on their synthesis, physicochemical

Among the strategies to synthesize phthalides ana-
logs, the Diels-Alder (DA) reaction is one of the most
useful strategies that chemists have in their disposal.l’
Phthalides and other complex molecules can be synthe-
sized using DA reaction, once this reaction enables the
formation of two new o-bonds and up to four stereogenic
centers in a single step,!® having control of the stereo-
isomerism of the final product.[7I

After performing the synthesis of a product, the char-
acterization and the structural elucidation must be per-
formed. One of the most powerful tools with easy access
that organic chemists have today to elucidate or confirm
a molecular structure is NMR spectroscopy.®! Unfortu-
nately, the elucidation of the molecule can become ardu-
ous in some cases, for example, overlapping signals in the
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NMR spectrum (mainly in 'H spectra) and molecules
with complex structure. In the last decades, advances in
computational chemistry have provided new tools for
chemists to overcome these problems. !

The evolution of quantum chemical methods and the
increase in computational power in recent years have
made computational chemistry able to help in the ana-
lyses of complex organic structures. Density functional
theory (DFT) methods have become the most used for
predicting NMR chemical shifts of organic molecules."!

The geometry of a group of several candidate struc-
tures are optimized followed by chemical shift calcula-
tions for each atom (i.e., 'H and '3C). After this, the
experimental NMR spectra of the compound are com-
pared with the calculated NMR spectra. For evaluating
the results, there is a diversity of methods, for example,
mean absolute error (MAE), linear fit (R?), corrected
MAE, CP3, and DP4 probabilities. Among the mentioned
methods, the DP4 parameter, developed by Goodman
and Smith,™! has become one of the most frequently
used method in the last years. 1214 The DP4 is used
when there is one set of experimental data and two
(or more) candidate structures. This method will point
out the best fit between the set of experimental and calcu-
lated chemical shifts for the putative structures.'” This
method is not only very useful for elucidating the struc-
tures of natural products,[lSJ but also the structures of
products from organic synthesis.['*1”!

The purpose of this study is to report the synthesis of
a pentacyclic lactone by a DA reaction, using cyclopenta-
1,3-diene and 3,4-dichloro-2(5H)-furanone and structure
elucidation of the product by combining NMR spectros-
copy and DFT calculations.

2 | RESULTS AND DISCUSSIONS

In the search for new substances with agrochemical
activity, our research group aimed at the synthesis of ana-
logues of phthalides.!*®! An elegant method for synthesiz-
ing such analogues is by the DA reaction. Cycloaddition
of lactone 1 with cyclopentadiene 2, under the appropri-
ate reaction conditions, provided a pentacyclic lactone
with eight chiral centers (Scheme 1). Considering the
cyclic transition state of pericyclic reactions, only eight
enantiomeric pairs (candidate structures 3a-3h) could be
formed.

The prochiral lactone dienophile 1 after reaction with
cyclopentadiene 2 can provide a maximum of 16 stereo-
isomers. The way which the diene and dienophile
approach each other defines the transition state of a peri-
cyclic reaction determining the stereochemistry of the
product. The rationale for the formation of the intermedi-
ates and the candidate structures are presented in the
Supporting Information.

Full structural characterization of the pentacyclic lac-
tone has been performed in this work with the aid of the
spectrometric methods. The unequivocal definition of the
relative stereochemistry has been done by NMR interpre-
tations and theoretical calculations.

A preliminary approach was taken by comparing the
experimental and calculated 'H and *C NMR chemical
shifts using the DP4 statistical analyses without assign-
ment of the signals. The approach was taken to show the
validity of our method prior to the detailed analyses of
the high field NMR spectra. DP4 analysis using both
nuclei without assignment of the signals presented 100%
probability for the candidate structure 3d (Table S1).
MAE and DP4 analyses were performed also after the

H CIM/<0 Hoo o] Ho¢ o} H C‘"./<O
H H ¢C H G A cC

3a 3b 3 3d
o} o} H c 9 H C
AW b8 :
DOE o o
il a o g y
Cl H ¢ H < H C
3e 3f 3g 3h

| O

£
o]
/

SCHEME 1 Diels-Alder reaction between lactone
1 and cyclopentadiene 2: Candidate structures 3a-3h
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assignment of the signals, which is discussed after the
interpretation of the NMR spectra.

The most deshielded signal in the "H NMR spectra
(Figure S1), a non-first-order multiplet at § 6.05 ppm, was
assigned to the olefinic hydrogens H6 and H7. The dou-
blet of doublet of doublets signals at 6 2.24 and 2.18 ppm
were assigned to H4a and H8a. Proton H4a is coupled
with H4, H5, and H8a; likewise, proton H8a is coupled
with H4a, H8, and H9.

The assignment of the multiplet signal at &
2.94-3.02 ppm to H8 and H5 was done due to the correla-
tion observed in the COSY (correlated spectroscopy)with
H6 and H7. No COSY cross peaks were observed between
H4a and H4 and also for H8a and H9. The lack of correla-
tions in the COSY for bridgehead protons could be due to
close to 90° dihedral angle between these nuclei
(Figure S4). Analyses of the *C NMR (Figure S2), heter-
onuclear correlation spectroscopy (HETCOR; Figure S5),
and heteronuclear multiple bond correlation (HMBC;
Figure S3) spectra resulted in the assignment of H9 and
H4 as multiplet signals at § 2.70-2.72 and 2.54-2.60 ppm,
respectively. The protons H9 and H4 are three bonds
apart from the chlorine atoms, which deshield them com-
pared with H4a and H8a. The signal of H10' (6 2.64-2.70
ppm) was identified by a cross peak with protons H6 and
H7 observed in nuclear Overhauser enhancement spec-
troscopy (NOESY) spectrum. Proton H10 was assigned to
the signal at 1.78-1.87 ppm (multiplet). The pair of dou-
blets at § 4.85 and 4.40 ppm was assigned to H3 and H3/,
respectively. These hydrogens are deshielded because
they are located between two electron withdrawing
atoms (O and Cl).

The methylene hydrogens, H11' and H11, were
assigned to the pair of signals at 6 1.39 and 1.22 ppm,
respectively.llg’m The signals of H11' and H11 are dis-
played as doublet of triplet with geminal coupling of
8.3 Hz and vicinal coupling with H5 and H8 of 1.7 Hz.

The most deshielded signal at § 171.8 ppm was
assigned to the carbonyl carbon, followed by the olefinic
carbons C7 and C6 at § 136.5 and 135.9 ppm. The signals
at § 77.9 and 76.0 ppm were assigned to the carbons con-
nected to the chlorine atoms, C3a and C9a. The signals at
6 53.6 and 339 ppm presented correlations with
H11/H11' and H10/H10', respectively in the HETCOR.
This enabled us to assign the signal at 53.6 ppm to C11
and the signal at 33.9 ppm to C10. The difference in
chemical shifts between C11 and C10 was described pre-
viously by our research group for a norbornene
derivative.['7:2!]

The correlation with C1 (carbonyl) observed in the
HMBC was essential to assign the signal of H9. The
HMBC was also key to assign C4 to the signal at §
54.6 ppm by the correlations observed with H3 and H3'.

The HETCOR spectrum was then used to assign the sig-
nal of H4 by the correlation presented with C4.

The relative configuration of H4a was defined by the
cross-correlation with H3 observed in the NOESY
(Figure 1). NOESY was also important to confirm the
chemical shifts of H11 and H11' because of the correla-
tion of H11 with H8a.

The candidate structure 3d presented the best fit to
the NMR spectral data and seems to be the correct struc-
ture as summarized in Table 1.

After the preliminary NMR analyses, we have carried
out theoretical calculations for eight candidate structures
to confirm the NMR analyses (Scheme 1). The predicted
“C and 'H NMR chemical shifts at B3LYP/6-311+G
(2d,p)//M06-2X/6-314+G(d,p) level of theory for eight can-
didate (3a-3h) structures were compared side by side to
the experimental NMR data. The MAE for the candidate
structure 3d was 0.07 and 2.4 for hydrogen and carbon
respectively, whereas for 3a, 3b, 3c, 3e, 3f, 3g, and 3h,
the MAE values were larger, as shown in Table 2.

The chemical shifts calculated for candidate struc-
tures 3a-3h at B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G
(d,p) level of theory with chloroform solvation and the
experimental chemical shifts were aligned and trans-
ferred to the web applet at http://www-jmg.ch.cam.ac.
uk/tools/nmr/DP4/. The “goodness of fit” was performed
by matching the experimental "H and "*C chemical shifts
with the respective calculated data of 3a-3h concur-
rently. The previous NMR spectra interpretation provided
the assignment of the signals, which assisted in the MAE
and DP4 analyses.

The experimental 'H and '*C chemical shifts are
much closer to the respective calculated data of the can-
didate structure 3d than the other putative structures
with 100% probability. The DP4 probability results are
presented in Table 2.

The MAE and DP4 approaches matched the calcu-
lated 'H and '*C NMR chemical shifts for structure 3d to
the experimental data. The results obtained by the theo-
retical approach is in agreement with the correct struc-
ture 3d established by the NMR spectra analyses.

3 | CONCLUSION

The structure of a novel pentacyclic lactone was deter-
mined as being rac-(3aR,4S,4aS,5R,8S,8aR,9R,9aS)-3a,9a-
dichloro-3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octahydro-

4,9:5,8-dimethanonaphtho(2,3-c[furan-1(3H)-one  (3d).
The relative configuration of compound (3d) was deter-
mined by reaction mechanism analyses (Supporting
Information) and NMR studies. Theoretical calculations
were performed for the eight candidate diastereoisomers
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TABLE1 NMR data of adduct 3d in CDCl;: Experimental (.y,) chemical shifts, multiplicities (m), coupling constantes (J), and COSY,
NOESY, and HMBC correlations

Label
C-1
C3

C-3a
C-4
C-4a
C-5
C-6
Cc-7
C-8
C-8a
Cc-9
C-9a
C-10

C-11

8Cexp (ppm)
171.8
73

779
546
0.6
46.9
1358
136.5
474
438
543
76.0
339

53.6

Label 0H.yp, (ppm) m, J (Hz)

H-3 4385 (d, J = 10.9 Hz, 1H)

H-3' 440 (d, J = 10.9 Hz, 1H)

H-4 2.57 (m, 1H)

H-d4a 224 (ddd, J = 8.2, 3.9, 1.1 Hz, 1H)
H-5 2.98 (m, 1H)

H-6 6.05 (m, 1H)

H-7 6.05 (m, 1H)

H-8 298 (m, 1H)

H-8a 218 (ddd, J = 85, 4.0, 1.1 Hz, 1H)
H-9 271 (m, 1H)

H-10 1.83 (m, 1H)

H-10 2.68 (m, 1H)

H-11 1.22(dt, J = 8.3, 1.7 Hz, 1H)
H-11' 1.39(dt,J = 8.3, 1.7 Hz, 1H)

Cosy

H3'

H3

H10'

HS, H8a

H4a, H6, H11, H11'
H5

H8

H7, H8a, H11, H11'
H4a, H8

H10, H10'

H4, H9, H10'

H4, H10

HS5, H8, H11'

HS, HS, H11

NOESY

H3'

H3, H4a

H4a, H10, H10'
HS, H11

H4a, He, H11, H11'
H5, H7, H10'

H6, H8, H10'

H7, H8a, H11, H11'
H4a, H8, H11

H8a, H10, H10'

H4, H9, H10'

H4, HY', H10

HS5, H4a, H8, H11'
HS, HS, H11

Abbreviations: COSY, correlated spectroscopy; HMBC, heteronuclear multiple bond correlation; NOESY, nuclear Overhauser enhancement spectroscopy.
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TABLE 2 MAE and DP4 analyses of 'H and '*C NMR data for candidate structures 3a to 3h after assignment of the signals

MAE®
Candidate structures 'H 2C
3a 0.24 6.3
3b 0.29 4.5
3c 0.27 2.7
3d 0.07 24
3e 0.32 3:3
3f 0.31 3:5
3g 0.32 37
3h 0.37 5.7

Abbreviation: MAE, mean absolute error.

DP4 probability (%)®

3C and 'H H 2e
0 0.5 0

0 0 0

0 0 0.1
100 99.5 99.9
0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

“Calculations were carried out using B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p) with chloroform solvation.

(3a-3h), and MAE and DP4 analyses were employed to
confirm the structure as being (3d).

4 | EXPERIMENTAL SECTION

4.1 | Synthesis
rac-(3aR,4S,4aS,5R,8S,8aR,9R,9aS)-3a,9a-dichloro-
3a,4,4a,5,8,8a,9,9a-octahydro-4,9:5,8-dimethanonaphtho
[2,3-c]furan-1(3H)-one (3d).

3,4-dichlorofuran-2(5H)-one (1) (0.50 g, 3.3 mmol)
and cyclopentadiene (2.02 g, 30.7 mmol) were added to a
sealed tube. The resulting reaction mixture was magneti-
cally stirred and heated at 150°C for 44 hr. The excess of
cyclopentadiene was evaporated, and the crude product
was purified by column chromatography (eluent: hex-
ane/ethyl acetate 15:1 v/v) to give 0.22 g of the title com-
pound as a white solid (23% yield, mp 175.6-176.9) of 3d.

IR (reflectance) 3052 (Csp®-H), 2973, 2881 (Csp*-H),
2042, 1784 (C=0), 1471, 1367, 1999, 1032, 839, 769,
582 (C-Cl).

MS (EI) m/z (%): 284 (M*, 0.1), CyH,4CL0,,
218 (0.5), 152 (0.9), 115 (1.9) 66 (100).

42 | General

The reaction was monitored by thin layer chromatogra-
phy plates coated with silica gel. The thin-layer chroma-
tography plates were visualized in ultraviolet chamber!??!
at 254 nm. Column chromatography was performed over
silica gel (70-230 mesh). The mass spectrum was
recorded on a Shimadzu GCMS-QP5050A instrument
using electron impact (70 eV). Infrared spectrum was
acquired on a Varian 660-IR spectrometer, equipped with

GladiATR, using thin film solid method. Melting points
are uncorrected and were obtained in MQAPF-301 melt-
ing point apparatus (Microquimica, Brazil).

4.3 | NMR spectral methods

Proton nuclear magnetic resonance ("H NMR), carbon
13 (**C NMR), NOESY, and HMBC were obtained in a
Bruker Biospin 400 MHz spectrometer. COSY and
HETCOR were obtained in a Varian Mercury 300 MHz
spectrometer. The NMR spectra were obtained at con-
trolled temperature at 25°C. The chemical shifts were
recorded in units 6 in ppm and the scalar coupling con-
stants (J) in Hz. The chemical shifts were referenced to
residual CHCL; (6 = 7.26 ppm) in the 'H NMR and CDCl;
(6 = 77.0 ppm) in the *C NMR. The parameters of the
NMR experiments are listed on Table S4.

44 | Computational

Conformational searches were performed with molecular
mechanics in Maestro 2018-1 (Maestro version 11.5.011).1*]
The pentacyclic lactone is a rigid structure affording only
one conformer for each of the candidate structures. Each of
these candidate structures was then submitted to geometry
optimization and frequency calculation using DFT at
MO06-2X/6-31+G(d,p) level of theory. Chemical shifts were
obtained from the NMR shielding tensor values, which
were computed for each candidate structure at
B3LYP/6-311+G(2d,p) level in Gaussian 16.%*! The
shielding tensors of all nuclei were converted into
referenced chemical shifts by subtracting the computed
shielding tensors of tetramethylsilane calculated at the
same level of theory ("H = 31.8816; '*C = 183.7262). These
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operations were repeated for each candidate structure 3a-
3h. Solvation was addressed with integrated equation for-
malism polarized continuum model'®! during optimiza-
tions/frequencies and shielding tensors calculations.

The experimental data set was compared with the calcu-
lated data, and MAE values were determined. The MAE is
calculated by the summation of the absolute value of the dif-
ference between the experimental (Se,) and calculated
(0carc) chemical shift of all N-nucleus, divided by the total
number of N-nucleus. The calculated "H and *C chemical
shifts using B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p)
level of theory are presented in the Supporting Information.
The Cartesian coordinates for the optimized candidate struc-
tures 3a-3h are also found in the Supporting Information.

A goodness-of-fit probability was determined using
the DP4 method described by Goodman.[**! DP4 analysis
was accomplished by inputting computed and experi-
mental chemical shifts into the DP4 analysis tool (located
at: http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/).
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A novel pyrrolizidine alkaloid was isolated and purified from the aerial parts of Crotalaria re-
tusa L. Structural elucidation of the alkaloid was established by analyses of high field NMR spec-
tra and quantum mechanical calculations. The 'H and C NMR chemical shifts for eight can-
didate structures were calculated and compared with the experimental NMR data applying the
corrected mean absolute error (CMAE) and the statistical probability methodology (DP4). The in-

Keywords: terpretation of the experimental NMR spectra and CMAE and DP4 analyses established that the
DP4 novel pyrrolizidine alkaloid is (3S*4R’,55*,8a'R*,13aR")-3-hydroxy-3,4,5-trimethyl-4,5,8,8a',10,12,13,13a-
CMAE octahydro-2H- [1,6]dioxacycloundecino [2,34 gh]pyrrolizine-2,6(3H)-dione.

Macrocycle © 2022 Elsevier BV. All rights reserved.
Theoretical calculation

Necine

Bislactone

1. Introduction entire spectrum is normally expected. NMR is a non-destructive

Pyrrolizidine alkaloids (PAs) belong to a group of secondary
metabolites, found in many plants, known for their high toxicity
to animals and humans, being characterized as cytotoxic, genotoxic
and carcinogenic [1-3]. These PAs are present across a wide vari-
ety of angiosperms and more than 6000 plants have been iden-
tified with these metabolites, being one of them Crotalaria retusa
L., also known as “rattlebox” or “snake rattle” [4]. This leguminous
is found in tropical and subtropical regions, such as Brazil, and it
has been used as the basis of folk medicine [5,6]. The potential use
of these compounds in the treatment of diseases such as diabetes
and cancer, or their application as nematicide, are driving forces to
look for new natural PAs or new less cytotoxic synthetic derivative
[7.8].

Monocrotaline and ethylcrotaline, toxic plant constituents, were
isolated by our group from Crotalaria paulina L. and identified by
spectrometric methods assisted by theoretical calculations [9,10].
The macrocycle alkaloids have a tertiary amine called necine
base, which are composed of two fused five-membered rings with
bridgeheads containing carbon and nitrogen and a double bond at
position C1-C2 (Fig. 1).

Nuclear magnetic resonance (NMR) has become the unrivalled
technique for determining the structure of natural products, be-
cause it is the only one for which a complete interpretation of the

* Corresponding author.
E-mail address: elson@ufv.br (E.S. Alvarenga).

https://doi.org/10.1016j. molstruc.2022.132394
0022-2860/© 2022 Elsevier B.V. All rights reserved.

technique, and with modern instruments good spectra can be ob-
tained with less than a milligram of sample [11,12]. A classic al-
ternative is the total synthesis of the natural product to confirm if
the initially proposed structure is correct, however, this approach
demands time and resources.

The literature has many examples of natural products with in-
correct structures, which were corrected after their total synthesis
[13]. Theoretical computation associated with spectroscopic data is
another approach used to overcome the challenge of establishing
the stereochemistry of natural products [14-20].

A crucial part of research involving natural products is struc-
tural identification, carried out by spectrometric methods and, re-
cently, this piece of work has been carried out with the aid of the-
oretical calculations. The analysis to indicate which calculated NMR
spectrum best fits the experimental data, is performed by a wide
variety of statistical methods, with DP4 and CP3 (statistical proba-
bility tools located at http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr) and
MAE (mean absolute error) being frequently used. MAE is a mea-
sure of errors between calculated (d.,.) and experimental (dexp)
NMR chemical shifts, MAE (ppm)= 1/n S|dcy - dexp|, Where n is
the number of chemical shifts used in the comparison. CP3 and
DP4 aims to assign which calculated NMR chemical shifts, within
a set of candidate structures, best fits the experimental data. CP3
is used when experimental chemical shifts are available for more
than one isomeric candidate structure. DP4 is used when experi-
mental data are available for only one candidate structure [21-24].
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The isolation of natural products and the synthesis of analogs
accompanied by structural identification and bioassays to assess
the potential agrochemical activity of such compounds have been
the objectives of our research group [25,26]. The structures of
novel compounds were established by the spectrometric meth-
ods assisted by NMR analyses and theoretical calculations [10,27].
Herein, we report the isolation and structural elucidation of a
novel pyrrolizidine alkaloid extracted from Crotalaria retusa L. A
combination of NMR interpretation and DFT calculations were used
to propose the structure of the novel pyrrolizidine alkaloid.

2. Results and discussions

The demand for new drugs for treatment of complex diseases,
such as cancer, increased in the XXI century. In this context, natu-
ral products have an important role, since many of them have fas-
cinating bioactivity and can serve as inspiration for new synthetic
molecules. PAs are known for their potent bioactivity (sometimes
undesirable), stimulating interest in research on the possibilities of
pharmacological applications [28,29]. PAs are present in about 3%
of flowering plants, including Crotalaria genus [30], which we have
been working on lately, isolating and identifying novel compounds
[10].

The extract of Crotalaria retusa L. was purified by HPLC to af-
ford an alkaloid, which was identified by 'H and *C NMR spec-
troscopy associated with DFT calculation. Pyrrolizidine alkaloids
have been isolated from various plant species, and their stereo-
chemistries were determined [10,31-33]. The doublet of doublet of
doublets (ddd) at d = 5.06 ppm was assigned to H7. Dihedral an-
gles and corresponding vicinal coupling constants of H7 with H8,
H6, and H6' are respectively: 28.6 (J = 5.9 Hz), 449 (] = 4.3 Hz),
and 75.6 (J] = 3.0 Hz). Due to similarity of chemical shifts of the
nuclei on the pyrrolizidine skeleton of the present work with the
compounds reported in the literature, we decided to alternate the
stereochemistries on the superior part of the macrocycle (on car-
bons C12, C13, and C14). This approach is corroborated by the di-
hedral angles and vicinal coupling constants of H7, which agrees
with Karplus equation prediction. This approach provided 8 candi-
date structures, allowing less costly theoretical calculations (Fig. 2).
The isolated pyrrolizidine alkaloid possesses a necin skeleton at-
tached to a pentanedioic acid to form an eleven-membered macro-
cycle. The hydrogens represented above the plane of the molecule
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Fig. 1. Macrocycle alkaloids isolated from Crotalaria retusa L.

are labelled as Hx' (x is number of the carbon to which the hydro-
gen attaches).

In the 'H NMR spectrum shown in supplementary material
(SM, Fig. S1), the olefinic proton, H2, was observed as a doublet
of triplets at § 6.10 ppm, with a vicinal coupling of 2.2 Hz with
H3, H3' and a long range coupling (J4) of 2.1 Hz with H8. These
couplings are also present in the COSY (SM, Fig. S4). The same cou-
pling constant (J) value, observed for H2/H3 and H2/H3', is due to
the close dihedral angle (¢) between these pairs of protons (58.5°
and 60.8°).

Protons H3 and H3' were assigned by interpretation of the COSY
contour map, as multiplets at § 3.83 and 3.50 ppm. These shifts
are consistent with the values reported in the literature for this
family of natural products [31,34]. Furthermore, both H3 and H3
presented a cross peak in the HSQC (heteronuclear single quantum
coherence spectroscopy, SM, Fig. S5) with the signal at § 61.7 ppm
(assigned to C3). Both protons presented COSY cross peaks with
the multiplet at § 4.35 ppm (H8), with a larger correlation spot for
H3'/H8 (greater | value for this coupling).

Hydrogen H8 presented a strong correlation in the COSY con-
tour map with the second most deshielded signal (H7). The signal
at § 5.06 ppm with doublet of doublet of doublets (ddd) multi-
plicity was assigned to H7, because C7 is bonded to oxygen of the
carboxyl group.

The hydrogens H6 and H6' were the most shielded nuclei of
the pyrrolizidine skeleton. H6 and H6’ presented COSY cross peaks
with H5 (& 3.13 ppm, ddd) and H5' (& 2.66 ppm, ddd).

The assignments of H5 and H5' to signals at § 3.13 and
2.66 ppm, respectively, were carried out with the aid of the dihe-
dral angles between H5/H6, H5/H6', H5'/H6 and H5'/H6' displayed
in the candidate structure MC8. The dihedral angles of H5/H6
and H5'/H6’ are 164.6° and 41.8°, respectively. However, the dihe-
dral angles of H5/H6 and H5/H6" are 44.1° and 78.6°, respectively.
Therefore, according to Karplus equation, the coupling constants
for H5" are greater than the corresponding coupling constants for
H5. The two doublets at § 4.76 and 4.67 ppm were assigned to H9
and H9', respectively.

The singlet and two doublets at § 1.39 (s), 1.12 (d), and 1.11
(d) ppm were assigned to the methyl groups H19, H18, and H17,
respectively. The doublet of quartets (dq) at § 3.01 and 1.70 ppm
were assigned to H12 and H13, respectively. The most deshielded
signal was assigned to H12 because this nucleus is a to the car-

boxyl group.
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Fig. 2. Candidate structures MC1-MC8. The numbers in the MC8

The 'H NMR and COSY spectra gave us valuable information
about the structure of the isolated pyrrolizidine alkaloid, and some
important features were achieved using the >C NMR (SM, Fig. S2),
HSQC and the heteronuclear multiple bond correlation (HMBC; SM,
Fig. $6) spectra. The assignment of the olefinic carbon C2, with the
aid of the DEPT (distortionless enhancement by polarisation trans-
fer, SM, Fig. $3), was confirmed by the correlation observed in the
HSQC of the signal at § 135.8 ppm with H2. The most deshielded
signal at § 1764 ppm in the '>*C NMR spectrum was assigned to
carboxyl carbon C11, using correlations in the HMBC with protons
H9, H9', H12, H13, and H17.

Carbons C3, C5, C6, C7 and C9 were assigned to signals at §
617, § 54.1, § 34.2, § 76.2 and & 60.8 ppm, using the correlations
with their respective protons observed in the HSQC spectrum.

After assigning all signals, starting with the 'H NMR
and COSY data, it was possible to establish the spin sys-
tems: A CH,(C5)-CH,(C6)-CH(C7)-CH(C8)-C(C1)-CH(C2)-CH,(C3)-
[CH,(C9)J; B CH,(C17)-CH(C12)-CH(C13)-CH5(C18); C CH,(C19).
The next step was to analyse the HMBC spectrum and establish
how hydrogenated and non-hydrogenated carbons are connected.
The correlations from C1 to H9, C5 to H3 and C8 to H2 are evi-
dence for connectivity of the pyrrolizidine skeleton (moiety A). The
cross peaks C14/H13, C14/H18, C14/H19 and C13/H19 on the HMBC
indicate that systems B and C are interconnected to the tertiary
carbon C14 (C-OH), defining the bonding sequence C11-C12-C13-
C14-C15.

The relative position of carbonyl C11 was defined by correla-
tions with H9 and H12, and of carbonyl C15 by correlations with
H13 and H19. Therefore, the skeleton of the natural product was
established as an eleven-membered macrocyclic pyrrolizidine alka-
loid, as shown in Fig. 3.

The structural elucidation of a novel molecule from a natural
source can be arduous in some cases, due to the small amount of
isolated sample and absence of a monocrystal for X-ray analysis.
However, quantum mechanical calculations can be an important
tool to assist in this task.

The relative stereochemistry of the natural molecule was con-
firmed by theoretical calculation of 'H and *C NMR chemi-
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structure are used to identify the atoms in the NMR spectra.

cal shifts for candidate structures, MC1-MC8 (Fig. 2). The cal-
culations were performed at B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-
31+G(d,p) level of theory and chemical shifts were compared with
experimental data. The matching between calculated and experi-
mental data was established by statistical DP4 method and cor-
rected mean absolute error (CMAE) analysis. The previous NMR
spectra interpretation, summarized in Table 1, provided the assign-
ment of the signals, which were used in the CMAE and DP4 analy-
ses.

CMAE and DP4 analyses were carried out after linear correction
of the calculated 'H and *C NMR chemical shifts for all candi-
date structures (MC1-MC8). Linear regression analyses followed by
correction of the calculated chemical shifts were performed in MS
Excel. The *C NMR chemical shifts of the carbonyls (C11 and C15)
were not taken in the linear regression analyses to provide the cor-
rected *C NMR chemical shifts.

CMAE analyses were also carried out in MS Excel. The calcu-
lated NMR chemical shifts of candidate structure MC8 presented
the best match with the experimental data (0.08 for 'H NMR and
0.96 for ¥C NMR). The compilation of the results of the CMAE
analyses is shown in Table 2.

The calculated and experimental chemical shifts of each candi-
date structure were aligned and transferred into the web applet
at http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/, which automati-
cally calculated the “goodness of fit". According to the DP4 prob-
ability results presented in Table 2, the candidate structure MC8
presented the best matching with the experimental data. A prob-
ability of 100.0% for MC8 was presented when considering carbon
and proton NMR data in the DP4 analysis. Calculating the probabil-
ities of the nuclei separately, the correspondences were 94.2% and
100.0% for carbon and proton, respectively.

Therefore, the interpretation of the NMR spectra, the results of
the DP4 statistical method (Table 2) and the CMAE values were
in agreement and the structure of the natural alkaloid was deter-
mined as MC8. We recently described the potential of Raman opti-
cal activity (ROA) technique by comparing the differences between
the ROA spectra of glutinol and R-glutinol [27]. In the present
work, we were unable to use this method to define the absolute
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Fig. 3. Key 'H-'H COSY and HMBC correlations.

Table 1

NMR data of MC8 in CD,0D: Experimental (8 ) chemical shifts, multiplicities (m), coupling constants (J), COSY and HMBC cross

correlations.

Label  8ceyp (PPm)  Label Stiexp PPM (M, | Hz, nH) Ccosy HMBC
c1 1345 - - - H9, HY
Q 1358 H2 6.10 (dt, ] = 2.2 Hz, | = 2.1 Hz, 1H) H3, H3', H8 H9, HY
c 61.7 H3 3.83 (m, 1H) H2, H3', H8, H2, H5, H5'
H3' 3.50 (m, 1H) H2, H3, H8 -
c5 54.1 H5 3.13 (ddd, ] = 3.8 Hz, 6.1 Hz, 94 Hz, 1H)  H5', H6/HE' H3, H3'
H5' 2.66 (ddd, | = 6.8 Hz, 9.4 Hz, 94 Hz, 1H)  HS5, H6/H6’ -
6 34.2 H6/H6'  2.07 (m, 2H) H5, H5', H7 H5, H5'
[w) 76.2 H7 5.06 (ddd, | = 3.0 Hz, 4.3 Hz, 5.9 Hz, 1H)  H6, H6', H8 -
c8 77.5 H8 435 (m, 1H) H2, H3, H3', H7  H2, H9, HY'
[a:) 60.8 H9 4.76 (d, ] = 11.7 Hz, 1H) H9' H2
HY 467 (d, ] = 11.7 Hz, 1H) H9 z
(6 )] 176.4 - - H9, HY', H12, H13, H17
c12 38.5 H12 3.01 (dq, ] = 1.6 Hz, 7.2 Hz, 1H) H13, H17 H13, H17, H18
c13 50.0 H13 1.70 (dq, ] = 1.6 Hz, 7.5 Hz, 1H) H12, H18 H12, H17, H18, H19
Ci14 77.5 - - - H12, H13, H18, H19
C15 1759 - - - H13, H19
7 185 H17 1.12 (d, ] = 7.2 Hz, 3H) H12 H12, H13
cis 113 H18 1.11 (d, ] = 7.5 Hz, 3H) H13 H12, H13
c19 271 H19 1.39 (s, 3H) - -

configuration of the new alkaloid. Due to insufficient amount of
sample, infrared and high resolution mass spectra were also not
measured. As future work, we plan to cultivate Crotalaria retusa L.,
extract, isolate, and purify further quantities of alkaloids to per-
form biological assays.

It should be mentioned that new and known alkaloids will be
found, but it is not certain that the compound of the present work
will be isolated.

3. Materials and methods
3.1. Plant material

The Crotalaria retusa L. seeds were planted in a garden at the
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa city, Minas Gerais, Brazil,
and their external aerial parts were harvested between Septem-
ber and November 2017. A voucher specimen was deposited at the
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Table 2
CMAE and DP4 analyses of 'H and '*C NMR data for candidate structures
MC1-MC8 after assignment of the signals.

CMAE’ DP4 probability (%)°

Candidate structures  'H Bc BCand'H "cC 'H
MC1 019 184 0 0.2 0
MC2 019 180 O 0.0 0
MC3 0.21 1.84 0 0.1 0
MC4 019 213 0 0.0 0
MC5 020 149 O 26 0
MC6 0.15 1.51 0 1.5 0.0
MC7 023 145 0 15 0
MC8 0.08 0.96 100.0 94.2 100.0

# CMAE, corrected mean absolute error. The '*C NMR chemical shifts of
carbonyl carbons (C11 and C15) were not considered in the linear regres-
sion and in the CMAE analyses.

> DP4 probabilities presented here were determined after linear cor-
rection of the chemical shifts. The *C NMR chemical shifts of carbonyl
carbons (C11 and C15) were not considered in the linear regression
and in the DP4 analyses.abCalculations were carried out using B3LYP/6-
311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p) level of theory with chloroform sol-
vation.

herbarium of the Department of Botany, Universidade Federal de
Vigosa under VIC 45,165.

3.2. General

High performance liquid chromatography (HPLC) analyses were
performed on a SHIMADZU liquid chromatograph, consisting of
two LC-20AT pumps, SPD-20 A UV/VIS detector, LC solution v.1.21
software (SHIMADZU) and ODS HYPERSIL (C18), 250.0 x 4.6 5 mm
(SUPELCO). After the separation procedures, the samples were
lyophilized using the Thermo Fisher SCIENTIFIC FR-Drying Digital
Unit.

3.3. Isolation

The collected leaves of Crotalaria retusa L. (8 kg) were submit-
ted to drying in an air forced circulation oven set at 50 oC for 24 h.
Then, the dried leaves (1 kg) were milled on Willy type mill (TEC-
NAL equipment, TE 650, Brazil). The powder was extracted with
ethanol (1 L) at room temperature with occasional shaking for
24 h. After this period, the solvent was separated by filtration and
the residue was extracted with a further 1 L of ethanol. This pro-
cedure was repeated tree times to afford 3 L of ethanolic extract.
The solvent was removed under reduced pressure at 40 °C to af-
ford 98 g of crude extract. The residue was suspended in 200 mL
of a mixture of 1 mol/L sulfuric acid and chloroform (1:1) and sep-
arated in a separating funnel. The acid layer was extracted with
chloroform (2 x 50 mL) to separate the ionized alkaloid fraction
from neutral amines. The acid layer was treated with zinc (5 g)
dust for 5 h at pH 1,2, to reduce the amine N-oxides. Aqueous
ammonium hydroxide (25%) was used to adjust pH to 12-14 and
it was extracted with a mixture of ethanol and chloroform (4:1,
3 x 25 mL). The combined organic fractions was concentrated un-
der reduced pressure and the residue was flashed in silica-gel col-
umn chromatography to afford 32.9 mg of PAs [10,35].

The PAs fraction (32.9 mg) obtained from silica-gel column
chromatography, was subjected to isocratic mode HPLC analysis us-
ing as eluent a mixture of water:acetonitrile: ammonium hydrox-
ide (65:35:0.5 v/v), pH 11 + 0.5. The running time occurred in the
range of 0.0-16.0 min. The volume manually injected was 20 L.
The flow was constant at a rate of 0.7 mL/min using C18 column,
250.00 x 3.0 5 um. Chromatographic data were obtained, analysed,
and stored at 210 nm. analysing the chromatogram, it was possible
to visualize five different peaks with the corresponding retention
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times: 2.238, 3.064, 6.451, 8.813\ and 11.785 min. The fractions for
each peak were combined and lyophilized. The peak at 11.875 min
had the largest amount of mass amongst them, giving 5.3 mg of
the title alkaloid [10].

3.4. NMR spectral methods

NMR spectra were obtained in a Bruker Avance DRX-400
400 MHz spectrometer. The temperature of the NMR instrument
was controlled at 25 °C during the spectrum acquisition. The
chemical shifts were recorded in units § in ppm and the scalar
coupling constants (J) in Hz. The chemical shits were referenced
to residual CHD,OD (§ = 3.31 ppm) in 'H NMR and CD;0D
(8 = 49.0 ppm) in the *C NMR.

3.5. Computational

The conformational searches were performed for eight candi-
date structures MC1-MC8 (Fig. 1) using Maestro 2018-1 (Maestro
version 11.5.011) [36]. The conformers were submitted to geometry
optimisation and frequency calculation using DFT at M06-2X/6-
31+G(d,p) level of theory. Chemical shifts were obtained from
the NMR shielding tensor values, which were computed for each
candidate structure at B3LYP/6-311+G(2d,p) level in Gaussian 16
[37]. The shielding tensor of all nuclei were converted into refer-
enced chemical shifts by subtracting the computed shielding ten-
sors of TMS calculated at the same level of theory (‘H = 31.8757;
13C = 184.0352). These operations were repeated for each candi-
date structure MC1-MC8. Solvation was addressed with integrated
equation formalism polarized continuum model (iefpcm) [38] dur-
ing optimisations/frequencies and shielding tensors calculations.

The experimental data set was compared with the calculated
data to determine the CMAE values [39]. To obtain the CMAE val-
ues for each candidate structure, a linear regression is performed
on a plot of the calculated (8.,) chemical shifts against experi-
mental (Sexp) chemical shifts, using the 'H and '*C NMR data. With
the values of the intercept and slope, the &4 for each candidate
structure is obtained.

Finally, the CMAE is calculated by the summation of the abso-
lute value of Seyp and 8qcyeq Of all N-nucleus, divided by the total
number of N-nucleus. The calculated 'H and *C chemical shifts
using B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p) level of theory
are presented in the Supporting Material (SM).

A goodness-of-fit probability was determined using the DP4
method described by Goodman [40]. DP4 analysis was ac-
complished by inputting computed and experimental chemi-
cal shifts into the DP4 analysis tool (located at: http://www-
jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/).

4. Conclusion

A novel pyrrolizidine alkaloid was isolated from Crotalaria
retusa L. aerial parts and its structure was elucidated by NMR
experiments and quantum mechanics calculations. The struc-
ture of the isolated pyrrolizidine alkaloid was determined
as  being  (35*4R*,55*,8a'R*,13aR" )—3-hydroxy-3,4,5-trimethyl-
4,5,8,8a',10,12,13,13a-octahydro-2H- [1,6]dioxacycloundecino
[2,3,4-gh]pyrrolizine-2,6(3H)-dione (MC8). The use of quantum
mechanics calculations and NMR experiments, in combination
with DP4 and CMAE analyses, were essential to elucidate the
complete relative stereochemistry of the natural product.
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Structural Elucidation by NMR Analysis Assisted by DFT
Calculations of a Novel Natural Product from Conchocarpus

Mastigophorus (Rutaceae)
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[b]

Vanderlucia F. de Paula,® Marcio N. Oliveira,'? Joao M. B. Junior,” and

Andrea N. de L. Batista™

Abstract: The stem of Conchocarpus mastigophorus was
solvent-extracted and purified by silica-gel column chroma-
tography to afford eleven natural products, including one
new compound. The structures of all compounds were fully
elucidated by spectrometric methods. NMR analyses assisted
by theoretical calculations were used to determine the
structure of a novel natural product. The structure of the
novel compound 2 (acridone alkaloid) was established as
\1 ,3,6-trihydroxy-2,4,5-trimethoxy-10-methylacridin-9(10H)-

one. The absolute configuration of compound 1 was assigned
by means of vibrational circular dichroism (VCD) spectro-
scopy. The structure of compound 1 was defined as (35)-(—)-
3-hydroxy-1-methylpiperidin-2-one. Theoretical calculations
were performed at the B3LYP/6-311-+G(2d,p)//M06-2X/6-31
+G(d,p) level of theory and DP4 statistical tool was employed
to compare the calculated and experimental NMR chemical
shifts.

7,

Introduction

The development of novel substances for the treatment of
human diseases or the protection of crops are key points of
interest for chemists around the world. One of the best
strategies in this topic is the study of molecules found in plants,
insects, and animals against active sites of diseases or pests that
one wants to strike." Natural products can also serve as models
for new synthetic molecules with high selectivity and less
toxicity for humans, crops, livestock, and the environment. The
fauna and flora of Brazil present a huge biological and chemical
diversity,” with countless unexplored novel substances with
real potential for applications as drugs or agrochemicals. An
example of a plant with great research potential is Conchocar-
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pus mastigophorus Kallunki, which belongs to the Rutaceae
family and is endemic to Brazil”” In recent years, researchers
have highlighted the wide chemical constitution of some of the
Conchocarpus plants, pointing out that the major secondary
metabolites found are alkaloids,” coumarins,” flavonoids,” and
terpenes.” However, more than forty of the fifty-two known
species of Conchocarpus,”™ including C. mastigophorus Kallunki,
have never been studied for a better understanding of their
chemical and biological potential.

Acridone alkaloids are natural products typical of the family
Rutaceae and one of the most common alkaloids of the genus
Conchocarpus.” In the literature, there are some examples of
plant species of the genus Conchocarpus with acridone
alkaloids, namely: C. marginatus; C.inopinatus® C. coeruleus;
C. rubrus™ and C paniculatus."" It is important to emphasize
that some of those plants were known by other names before a
reclassification; for example, Conchocarpus marginatus was
previously known as Angostura paniculate,"* while Conchocar-
pus rubrus and Conchocarpus coeruleus belonged to the extinct
genus Almeidea."® An expressive number of studies in the last
thirty years has assigned important biological activities to the
acridone alkaloids, such as antiviral;"¥ molluscicide,""
antiparasitic,”! cytotoxic,"® anti-inflammatory,"”
antimicrobial,"® and inhibitors of enzymes.™

The genus Conchocarpus has other natural products in
addition to acridonic alkaloids. In recent years, several types of
alkaloids, including pyranoquinolin-2-ones, have been isolated
from stem bark and leaves of Conchocarpus fontanesianus, a specie
native to the Brazlian Atlantic Rainforest and popularly known as
“pitaguara”*” Pyranoquinolin-2-ones and piperidin-2-ones, have in
common a é-lactam ring in their structures. Although pyranoqui-
nolin-2-ones are present in species of Conchocarpus,?" there is no
report on the occurrence of piperidin-2-ones in this genus.
Lactams are one of the most iconic natural products because the

© 2022 Wiley-VCH GmbH
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first antibiotic discovered was penicillin, a S-lactam produced by
the fungus Penicillium rubens.

Lactams are heterocyclic compounds, with four to seven
membered rings, typically found in fungi, but also in plants,
bacteria, and animals.” These compounds present potent
bioactivity, acting as antibiotics*' antihistamine® and
antiangiogenic.”*® The majority of the literature about the bio-
logical activities of lactams is focused on S-lactams and their use
as antibiotics (penicillins, cephalosporins, and monobactams).?”
Despite that, other lactams also have biological activities. One
example includes Dolutegravir, a é-lactam used as a drug in the
medicinal treatment of HIV.?' Synthetic organic chemists have
particular interest in lactams, not only for the synthesis of j-
lactams derivatives as scaffolds for novel molecules, but also for
the strategic modification of selected lactones to lactams, aiming
to improve the aqueous solubility of the former to increase their
biological activity.”!

Structural elucidation of a new natural product is the first
step towards understanding its potential chemical and bio-
logical properties. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectro-
scopy is one of the best tools to accomplish this task. The
popularization of NMR spectrometers with higher magnetic
field strength and the improvement of software programs to
analyze NMR data have facilitated the routine analysis and
increased the capacity to analyze complex molecules. Although
NMR spectroscopy has evolved over the years, there are limits
to the technique. To overcome these limits and even improve
accuracy, the tools available in computational chemistry to
predict the spectroscopic properties of organic compounds
have become an essential part of structural elucidation.®®

A typical implementation that combines experimental NMR
data and theoretical quantum mechanics calculation is common
in the stereo structural assignment of a new molecule.”"

As each stereoisomer has intrinsic 'H and "C chemical shifts,
the theoretical NMR data of a set of candidate structures can be
compared with the experimental NMR values of the new
molecule?

Using specific quantitative parameters such as, mean absolute
error (MAE) and linear fit (R? or statistical parameters like DP4%*!
and CP3,°% it is possible to point out the NMR data of the
candidate structure that best fit the experimental NMR data, thus
elucidating the correct structure for the new natural product "

The present work describes the isolation of eleven natural
products from the stem of C. mastigophorus. The structures of
two natural products 1 and 2 were elucidated by analyses of
the NMR spectra assisted by DTF calculations. The structures of
all natural products were established by the spectrometric
methods. The absolute configuration of 1 was proposed based
on the comparison of vibrational circular dichroism (VCD)
spectral data with DFT simulated spectra.

Results and Discussion
Plants are the most common sources of unique and fascinating

substances, which have the flexibility to be used directly as an
agrochemical or drug and can inspire the synthesis of analogous
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molecules that can provide a greater biological activity when
contrasted to the original natural product®® Analyses of the
extract from the stem of C. mastigophorus resulted in the isolation
and purification of eleven compounds, two of which were
unknown. These natural compounds were isolated, purified, and
submitted to spectrometric analyses to elucidate their structures.
Compounds 1 and 2 and their candidate structures are shown in
Figure 1. Compound 2 is a novel natural product. The complete
structure elucidation of these natural products, using NMR and
DFT calculations are presented.

Compounds 3-11 are described in the literature (Figure 2),
and their structures were confirmed by comparing the exper-
imental 'H and “C NMR data with those reported. The
compounds identified were citramine (3)*” gamma-fagarine
(4),°® marmesin (5),°" 4-methoxy-1-methylquinolin-2(1H)-one
(6),“" haplotusine (7)," citrusinine 1 (8),“" glyfoline (9),“*
citbrasine  (10)*" and 1-methyl-2-phenylquinolin-4(1H)-one
(11).¥ To the best of our knowledge, only compounds 4, 5, 7
and 11 were reported in the genus Conchocarpus.

Structure elucidation of compound 1

'H NMR, "*C NMR, COSY, HMBC, HSQC, DEPTQ135, and 1D-
NOESY were obtained for compound 1. Analyses of NMR, IR
(Figure S15) and El mass spectra (Figure $16), enabled us to
propose four candidate structures for compound 1, namely, 1a,
1b, 1¢, and 1d (Figure 1). DFT computation of the *C and 'H

o o o

oH

la 1b Ie 1d

o ou o o

e uu

2a 2b 2¢

Figure 1. Candidate structures for compounds 1 and 2 isolated from
Conchocarpus mastigophorus.
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Figure 2. Structures for known compounds 3-11 isolated from Conchocar-
pus mastigophorus.
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NMR chemical shifts with methanol solvation were performed
for the four candidate structures (1a-1d) at the B3LYP/6-311+
G(2d,p)//M06-2X/6-31 +G(d,p) level of theory. The calculated
BC and 'H NMR chemical shifts were compared with the
respective unassigned experimental data. The chemical shifts
were aligned and transferred to the web applet at http:/www-
jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/ which automatically per-
formed statistical DP4 analyses. The “goodness of fit” was
performed by matching the experimental >C and 'H chemical
shifts with the respective calculated “C and 'H chemical shifts
for 1a-1d. Candidate structure 1a matched the data for
compound 1 with 99.8% probability considering the unassigned
'H and "*C NMR chemical shifts (Table $15).

The structure of the lactam 1a was confirmed by NMR
analyses. The peak integrated for three hydrogens, a singlet at
6 2.94 ppm, was assigned to H7 ("H NMR). The most deshielded
hydrogen H3 was assigned to the doublet of doublets (J=9.3,
and 6.9 Hz), at 6=3.81 ppm. Axial hydrogens in cyclohexane-
like systems have smaller chemical shifts and larger vicinal
coupling constants than equatorial hydrogens. The signals at
0=3.13 ppm (ddd, /=114, 9.1, and 7.5Hz) and 6=3.75 ppm
(ddd, J=11.4, 7.6, and 4,0 Hz) were assigned to H6,, and H6,
respectively (Figure S1). H6,, and H6,, presented cross-correla-
tions with the multiplets at 6=1.93-2.04 ppm and 6 =2.05-
219ppm in the correlation spectroscopy spectrum (COSY,
Figure S5). The most shielded hydrogen H5,, was assigned to
the signal at 6 =1.93-2.04 ppm.

Six signals for carbons with distinct chemical environments
were observed in the DEPTQ135 (distortionless enhancement by
polarization transfer with retention of quaternaries) experiment.
The methyl carbon C7 was assigned to the signal at 6 =41.4 ppm.
The signal at 6=720ppm was assigned to C3, an expected
chemical shift for secondary alcohols. The peak with the highest
chemical shift, 6 =173.2 ppm, was assigned to the carbonyl group.
The methylene carbon bonded to the nitrogen of the lactam (C6)
was assigned to the negative peak at 6 =57.2 ppm.

Cross correlations C3/H3 and C7/H7 were observed in the
HSQC (heteronuclear single quantum coherence spectroscopy)
spectrum, which corroborates with the assignment of protons
H3 and H7 made by 'H NMR interpretation. The assignments of
Heé,, and H6,, were confirmed by the cross correlation with C6.
The signals at 6 =30.1 and 24.0 ppm were assigned to C4 and
C5, respectively, due to the cross correlations with H5,,, H5.,
and H4,, and H4., observed in the HSQC spectrum (Figure S4).
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Hydrogen H3 presented correlations with H4,, and H4,, in
the COSY spectrum, hence candidate structures 1b and 1c are
discarded, because for these structures the hydrogen attached
to C3 (bonded to the hydroxyl group) would present four COSY
cross peaks (Figure S5).

The signal at 6 =30.1 ppm was assigned to C4 with the aid
of the cross peak correlations with H3, H5 and H6 observed in
the heteronuclear multiple bond correlation spectrum (HMBC).
C5 presented correlations with H3, H4 and Hé. The carbonyl
presented correlations with H3 and H4 in the HMBC spectrum
(Figure S21).

Calculated *C NMR spectra for candidate structures 1a-1d
and the experimental *C NMR spectrum of (35)-(—)-3-hydroxy-
1-methylpiperidin-2-one (1 a) are shown in Figure 3.

The results of the DP4 analyses after assignment of the NMR
signals presented 100% probability for 1a as the correct
structure for natural product 1 (Tablet S16). Therefore, after DP4
statistical analyses, infrared, mass spectrometry and NMR
interpretation, the structure of the natural compound 1 was
determined as (—)-3-hydroxy-1-methylpiperidin-2-one (1a). The
assigned 'H and ">C NMR signals, COSY and HMBC correlations
for lactam 1 are shown in Table 1. Some key 'H-'H COSY and
HMBC correlations for lactam 1 are show in Figure4 and
Figure 5. The absolute stereochemistry of 1 was assigned as (3S)
by comparison of the VCD*! experimental spectrum with

c7
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Figure 3. Calculated "°C NMR spectra for candidate structures 1a-1d and
the experimental "’C NMR spectrum of (35)-(—)-3-hydroxy-1-meth-
ylpiperidin-2-one (1a).

Table 1. NMR data of compound 1: Experimental (6) chemical shifts, multiplicities (m), coupling constants (J), COSY, and HMBC cross correlations.

Label & [ppm] Label 8, [ppm]” HMBC cosy

Q 1732 - - H3, H4ax, H4eq,

a 720 H3ax 3.81(dd, 93,6.9) H4ax, Hdeq, H5ax, H5eq, Héeq, H7 Hdax, Hdeq

c4 30.1 H4ax 213 (m) H3, H5ax, H5eq, H6ax, H6eq- H3ax, H4eq, H5ax, H5eq

- - Hédeq 248 (m) - H3ax, H4ax, H5ax, H5eq

(&) 240 H5ax 1.99 (m) H3, Hdax, Hdeq, Héax, Héeq Hdax, H4eq, H5eq, H6ax, Héeq
- - H5eq 2.10 (m) - H4ax, H4eq, H5ax, H6ax, Héeq
6 572 Héax 3.13(ddd, 7.5,9.1, 114) H4ax, H4eq, H5ax, H5eq, H7 H5ax, H5eq, Héeq

= - Héeq 3.75 (ddd, 4.0,7.6, 11.5) - H5ax, H5eq, H6ax

c7 414 H7 294 (s) H3, H6ax

[a] Data in parentheses following the shift value are the multiplicity and J values (in Hz) for each hydrogen.
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Figure 4. Key 'H-'H COSY correlations of (35)-(—)-3-hydroxy-1-meth-
ylpiperidin-2-one (1 a).

HMBC

Figure 5. Key HMBC correlations of (35)-(—)-3-hydroxy-1-methylpiperidin-2-
one (1a).

simulated data for (S)-1a at the B3PW91/PCM(DMSO)/6-
311G(d,p) level (Figure S26).

The synthetic pathway for 3-hydroxy-1-methylpiperidin-2-
one (1a) from 3-acetoxy-1-methyl-2-piperidinone was first
described in the literature in 2003. It was characterized by
200 MHz NMR, but the signals were listed as groups of
multiplets with no specific assignments and missing
hydrogens '

Structure elucidation of compound 2

The exact mass of compound 2 was determined as being m/z
34810971 [M+1]* (348.108327, calculated for Cy;H;gNO,). 'H
NMR spectra of compound 2 were obtained in acetone-dg
(Figure S17) and CDCl; (Figure $22). The 'H NMR spectrum in
acetone-d; showed three singlets at 6=14.38, 9.11 and
8.90 ppm, but these signals are absent in the 'H NMR spectrum
in CDCl;. Hydrogen NMR spectra of acridones, in a deuterated
polar solvent, are well known to present signals of hydroxyl
protons, but those signals are weak or absent in deuterated less
polar solvents.*® A particular distinctive chemical shift is the
signal at 6=14.38 ppm. The deshielding of the hydrogen is due
to strong intermolecular hydrogen bonding between the

Asian J. Org. Chem. 2022, 11, €202200182 (4 of 7)
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hydroxyl (OH1) and the carbonyl, which is present in a wide
range of acridones.*”’ Hydrogen OH1 presents three cross peaks
in HMBC (Figure S21) with carbons C9a at 6 105.5 ppm, C1 at
6 152.7 ppm and C2 at 6 130.8 ppm.

The infrared (IR) spectrum (Figure S24) presents a band at
1626 cm™', a lower wavenumber when compared with a regular
ketone absorption at 1720-1700cm™'. The signal at 6=
1438 ppm ("H NMR) and the lower absorption frequency of the
carbonyl at 1626 cm™' suggests that compound 2 has a
hydroxyl group at position 1 of an acridone alkaloid. This
evidence and the preliminary results of the NMR, IR, and mass
spectra led us to consider three possible candidate structures
for the acridone alkaloid: 2a, 2b and 2 c (Figure 1).

The calculations of 'H and "*C NMR chemical shifts for three
candidate structures (2a-2c) with acetone solvation were
performed at B3LYP/6-311 + G(2d,p)//M06-2X/6-31 + G(d,p) level
of theory and compared with the unassigned experimental
data. The chemical shifts were aligned and transferred to the
web applet at http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/
which automatically performed the statistical DP4 analyses. The
“goodness of fit” was performed by matching the experimental
with the calculated NMR chemical shifts for 2a-2c. Structure
2b presented the best fit with the data of the natural product
2, even without assignment of the signals.

NMR interpretation was carried out for the spectra obtained in
acetone-d,. The carbonyl C9 was readily assigned to the signal at
6=182.6 ppm in the '*C NMR (Figure $18). The N-methyl C10’ was
assigned to the signal at 6=46.3 ppm, which suggests that both
peri-positions relative to this N-methyl moiety in the 9-acridone
nucleus, C4 and C5, should be substituted*®

The HMBC experiment was important to elucidate key
aspects of the structure of compound 2. A single correlation
cross peak of C9 with a hydrogen in the aromatic region in the
HMBC spectrum (Figure S21) resulted in the assignment of H8.
H8 was assigned to the doublet (J=8.8 Hz) at 6 7.94 ppm in the
'H NMR spectrum. The doublet at 6 6.95 ppm with coupling
constant of 8.8 Hz was assigned to H7. H7 presented three
correlations in the HMBC spectrum with signals at 6=118.0,
137.2 and 156.9 ppm. The peak at 6 =118.0 ppm was assigned
to C8a, because C8a and C9a are the most shielded non-
hydrogenated carbons in acridones. C6 was assigned to the
signal at 6 =156.9 ppm, which also presented correlation in the
HMBC with H8. Finally, the signal at 6 =137.2 ppm was assigned
to carbon C5. The singlet at 6=9.11 ppm was assigned to OH6
(hydroxyl group) due to the cross peaks with carbons C5 and
C7 in the HMBC spectrum. The signal at 6 =1434 ppm was
assigned to C10a due to the cross peak with H8 in the HMBC
spectrum. Non-hydrogenated carbons C4a and C10a are more
deshielded than C8a and C9a because C4a and C10a are
bonded to the electronegative nitrogen atom, while C8a and
C9a are bonded to sp? carbons.

The peaks at 6 113.4 and 123.2 ppm were assigned to C7
and C8 because of the correlations observed with H7 and H8 in
the HSQC spectrum (Figure S20). Therefore, the sp? carbons and
hydrogens from ring A of the acridone 2 were assigned.

The singlets at 6=3.79, 3.83, 3.86 and 3.87 ppm were
assigned to the N-methyl and methoxy groups.*” The assign-
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ment of the N-methyl (H10") group to the singlet signal was
done with the aid of the correlations with C4a and C10a in the
HMBC spectrum (Figure S21).

The signals at 6=152.7 and 152.4 ppm in the *C NMR were
assigned to C1 and C3, respectively, because these atoms are
deshielded by the electron withdrawing effect of the carbonyl
compared to C2 and C4, which are shielded by the electron
donating effect of the nitrogen.® The HMBC spectrum
presented correlations between C1/0H1 and C3/OH3, while C2
and C4 showed correlations with H2' and H4', respectively.

The calculated *C NMR spectra for candidate structures 2 a-
2c and the experimental *C NMR spectrum of 1,3,6-trihydroxy-
24,5-trimethoxy-10-methylacridin-9(10H)-one (2b) are pre-
sented in Figure 6.

Consistent with DP4 statistical analysis without assignment of
the signals, the NMR interpretation confirmed candidate structure
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Figure 6. Calculated °C NMR spectra for candidate structures 2a-2c and
the experimental >C NMR spectrum of 1,3,6-trihydroxy-2,4,5-trimethoxy-10-
methylacridin-9(10H)-one (2 b).
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2b as the correct structure for compound 2. DP4 matching
assigned the peaks at 6=606, 61.0, and 60.8 ppm to C2', C4, and
C5', respectively. Likewise, the signals at 6=3.87, 3.83, and
3.86 ppm were assigned to H2’, H4, and H5', respectively.

The assigned 'H and ">C NMR signals and HMBC correlations
for compound 2 are shown in Table2. Some key HMBC
correlations for compound 2 are show in Figure 7.

Conclusion

Eleven compounds were isolated from the stem of Conchrocar-
pus mastigophorus. The structures of the two natural products
were established by the spectroscopic methods with the aid of
theoretical calculations. The structure of compound 1 was
determined as (35)-(—)-3-hydroxy-1-methylpiperidin-2-one (1 a).
The structure of compound 2, a novel natural product, was
established as 1,3,6-trihydroxy-2,4,5-trimethoxy-10-meth-
ylacridin-9(10H)-one (2b). The potential of quantum mechanics
calculations was explored as an important tool to elucidate the
structure of natural products with complex NMR spectra.

Experimental Section

Plant material: Conchocarpus mastigophorus was collected at the farm
“Alto da Caixa D'Agua” (513°71'804" W039°62'815"), ltamari, Bahia
State (Brazil) and identified by Prof. Dr. José Rubens Pirani. A voucher
(#HUESB 9559) is deposited in the Herbarium of Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia (HUESB). Authors obtained authorization of
access to Brazilian System for the Management of Genetic Heritage
and Associated Traditional Knowledge - SISGEN (#A361C0C).

Extraction and isolation: The air-dried stem of C. mastigophorus
(2195 g) was ground and extracted successively with hexane (4 L),
ethyl acetate (4 L) and methanol (4 L). The filtrate was evaporated
to dryness under reduced pressure in a rotatory evaporator,
yielding 6.2g hexane (HC), 6.7 g ethyl acetate (EAC) and 6.3 g
methanol (MC) extracts. MC (1.2g) was subjected to silica-gel
column chromatography purification eluted with mixture of
CHCI;:MeOH (20:80), to afford six fractions. Fraction 6 (71 mg) was
purified by Sephadex® LH-20 column chromatography eluted with
MeOH, to yield 35 mg of compound 1. EAC (6.0 g) was subjected to

..,

N

|,)&/O«H

HO

Table 2. NMR data of natural product 2: Experimental (4,,,) chemical

shifts, multiplicities (m), coupling constants (/) and HMBC cross correla-

tions.

Label Scenp Label Btierp [ppm]™ HMBC
[ppm]

(@] 152.7 OH1 1438 (s) OH1

Q 130.8 = - OH1, H2'

(@4 60.6 H2' 3.87 (s) -

a 152.4 OH3 8.90 (s) OH3

c4 130.0 = = OH3, H4'

(€3 61.0 H4' 3.83 (s) ==

C4a 139.0 - - H10"

c5 137.2 - - H5', H6, H7

(Y 60.8 H5' 3.86 (s) -

6 156.9 OH6 9.11 (s) H7, H8

c7 1134 H7 6.95 (d, 8.8 Hz) OH6

c8 123.2 H8 794 (d, 8.8 Hz) -

C8a 118.0 = - H7

[« 182.6 - - OH1

C9a 105.4 - - OH1

o 46.3 H10 375 (s) =

C10a 143.3 - - H8, H10"

[a] Data in parentheses following the shift value are the multiplicity and J

values (in Hz) for each hydrogen.
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Figure 7. Key HMBC correlations of 1,3,6-trihydroxy-2,4,5-trimethoxy-10-

methylacridin-9(10H)}-one (2b).

© 2022 Wiley-VCH GmbH

183



D Editorial Society

silica-gel column chromatography purification eluted with mixtures
of Hexane:AcOEt (100:0 to 0:100), followed by AcOEt:MeOH
(100:0 to 0:100), to afford 23 fractions. Fraction 19 (390 mg) was
purified by silica-gel column chromatography using the same
solvent system, to yield 27 mg of a mixture of compounds 2 and 3
(~84:16), 26 mg of a mixture of compounds 4 and 5, and 6.5 mg of
a mixture of compounds 6 and 7. Fraction 11 (249 mg) was purified
by silica-gel column chromatography eluted with CH,Cl,, to yield
compound 8 (22 mg). Fraction 13 (227 mg) was purified by
successive partial solubilization in hexane, dichloromethane and
acetone, resulting in three subfractions (13.1, 132 and 13.3).
Subfraction 13.2 yielded compound 9 (16 mg). Fraction 9 (157 mg)
was purified by silica-gel column chromatography eluted with
mixture of hexane:CH,Cl, (30:70) to yield 33 mg of a mixture of
compounds 8 and 10. Fraction 22 (125 mg) was purified by silica-
gel column chromatography eluted with  mixture of
CH,Cl,:AcOEt: Acetone (60:20:20) to yield compound 11 (18 mg).

General: High Resolution Mass Spectrometry (HRMS) analysis, by
direct infusion, was performed on a mass spectrometer micrOTOF
QllI* (Bruker Daltonics, Germany), equipped with ionization source
microES| (Electrospray), operating in positive mode. The sample
was diluted in 100% acetonitrile and acidified with 0.1% formic acid
(both LCMS grade, SIGMA ALDRICH), and introduced by an infusion
pump (Kd Scientificc USA) at a flow rate of 3 ul/min. Column
chromatography and thin layer chromatography (TLC) plates
(0.5 mm in thickness) were prepared using silica gel 60 (63-200 pm)
Merck and GF254 Vetec, respectively. lodine fumes and UV light
(254 and 365 nm) were employed to revel TLC plates.

The mass spectra by electronic impact (70 eV) were recorded on a
Shimadzu GCMS-QP5050A instrument. Infrared spectra were ac-
quired in a PerkinElmer Spectrum Two™ ATR-FTIR spectrometer,
using thin film solid method. Optical rotations were recorded on an
Anton Paar MCP 300 polarimeter (Anton Paar, Ashland, Virginia,
USA), at 23°C and at 589 nm (Sodium D line). IR and VCD spectra
were recorded with a Single-PEM Chiral/R-2X FT-VCD spectrometer
(BioTools, Inc.,, USA) in a BaF, cell with 100 um path length using
DMSO-ds as solvent (5 mg of sample in 130 pL of solvent), with a
resolution of 4cm™' and a collection time of 20 h. The optimum
retardation of the ZnSe photoelastic modulator (PEM) was set at
1400 cm~'. Minor instrumental baseline offsets were eliminated
from the final VCD spectra by subtracting their VCD data from that
obtained for the solvent under identical conditions.

NMR spectral methods: NMR spectra of lactam 1 were obtained in
a Bruker Biospin AVANCE Il HD 600 MHz spectrometer. The
chemical shifts were recorded in units 6 in ppm and the scalar
coupling constants (J) in Hz. The chemical shifts were referenced to
residual CHD,0D (6=3.31 ppm) in the 'H NMR and CD;OD (6=
490 ppm) in the *C NMR.

NMR spectra of the acridone 2 were obtained in a Varian Mercury
300 MHz spectrometer. The chemical shifts were referenced to
residual (CD3)CO(CHD;) (6=2.05 ppm) or CHCl; (6=7.26 ppm) in
the '"H NMR and (CD,),CO (6 =29.8 ppm) or CDCl; (6=77.0 ppm) in
the "C NMR.

NMR spectra were obtained with temperature controlled at 25°C
during spectrum acquisition. The chemical shifts were recorded in
units 6 in ppm and the scalar coupling constants (J) in Hz.

Computational: The conformational searches were performed for
each candidate structure (1a-1d and 2a-2¢) by using Maestro 2018-1
(Maestro version 11.5.011)" The conformers were submitted to
geometry optimization and frequency calculation at M06-2X/6-31+
G(d,p) level of theory. Chemical shifts were obtained from the NMR
shielding tensor values, which were computed for each candidate
structure at B3LYP/6-311 +G(2d,p) level in the software Gaussian 16.5"
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The shielding tensor of all nuclei were converted into referenced
chemical shifts by subtracting the computed shielding tensors of TMS
calculated at the same level of theory ('H=31.8757; *C=184.0352).
These operations were repeated for each candidate structure 1a-1d
and 2a-2c Solvation was addressed with integrated equation formal-
ism polarized continuum model (EFPCM)®? during optimizations/
frequencies and shielding tensors calculations. A goodness-of-fit
probability was determined using the DP4 method described by
Goodman.” DP4 analysis was accomplished by inputting computed
and experimental chemical shifts into the DP4 Analysis tool (located
at: http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/). IR and VCD calcu-
lations were performed for the arbitrarily chosen (35)-1a at the
B3PW91/PCM(DMS0)/6-311G(d,p) level, the same level of theory used
for geometry optimization steps. IR and VCD spectra were created
using dipole and rotational strengths from Gaussian and converted
into molar absorptivities (M~'cm™). Each spectrum was plotted as a
sum of Lorentzian bands with half-widths at half-maximum of 6 cm™".
The calculated wavenumbers were multiplied with a scaling factor of
0.97. The final spectra were generated using the Boltzmann average
(based on Gibbs free energies) of the lowest-energy conformers
identified for (35)-1a and plotted using Origin 8 software.

Spectrometric data

(35)-(—)-3-hydroxy-1-methylpiperidin-2-one (1a): IR (thin film,
cm™') #: 3350, 3051, 2842, 2678, 2605, 2213, 1602, 1469, 1396, 1320,
1182, 1106, 1024, 924, 845, 772, 574. El 70 eV, m/z (%): 129 ([M]+, 5,
CgHy;NO,), 85 (10), 84 (100), 82 (44), 80 (5), 70 (16), 69 (5), 68 (6), 67
(13), 57 (34), 56 (12), 55 (28), 54 (13), 53 (8). [u]é3 —0.021 (c 0.0483,
methanol).
1,3,6-trihydroxy-2,4,5-trimethoxy-10-methylacridin-9(10H)-one
(2b): IR (thin film, cm™) #: 3521, 3348, 2923, 1626, 1609, 1594, 1547,
1040. El 70 eV, m/z (%): 347 (M, 74, C,;H,sNO;), 332 (100), 302
(14), 44 (25).
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