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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos meios de alinhamento com base na metodologia dos
géis indutores de alinhamento (do inglés, strain-induced alignment in a gel — SAG), sendo
avaliada a eficiéncia de trés meios de alinhamento diferentes: poliacrilonitrila (PAN) em
DMSO-ds, N-vinil-2-pirrolidona/acrilonitrila (NVP/AN) em CDCls, e N,N-dimetilacrilamida
em D>0 para o estudo de pardmetros anisotropicos de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN,
como o acoplamento dipolar residual (do inglés, Residual Dipolar Coupling — RDC) e
anisotropia do deslocamento quimico residual (do inglés, Residual Chemical Shift Anisotropy).
As moléculas testes para realizacdo deste estudo foram a brucina e a-santonina, dois produtos
naturais com varios centros estereogénicos. Para a elucidacdo estrutural das moléculas foram
realizados espectros de *H, 2H, 1*C e HSQC. Para a determinac&o do espago conformacional de
todos os diastereoisdmeros foram executados calculos de mecanica molecular, usando o campo
de forca MMFF94. As estruturas obtidas foram entdo refinadas no nivel de DFT os tensores de
blindagem quimica foram calculados mediante o método DFT/GIAO. O experimento realizado
com o gel PAN para a brucina forneceu valores apropriados de RDC, na faixa -33,6 a +34,1
Hz. Um fator de qualidade Q de 0,093 foi obtido para a configuracéo correta da brucina. Ja o
RCSA proporcionou um fator de qualidade Q=0,125 para a estrutura correta. Para a a-Santonina
usando o gel de PAN foi possivel obter valores de RDC na faixa de -15,6 a +14,5 Hz e um fator
de qualidade Q= 0,026 para a estrutura correta, além de um fator de qualidade Q de 0,089 para
a estrutura correta obtido através do RCSA. Para os géis de N-vinil-2-pirrolidona/acrilonitrila
(NVP/AN) néo foi possivel obter nenhum valor de RDC, pois no espectro de HSQC foram
observados muitos sinais do gel que se sobrepunham com os sinais da brucina, além de que
nem todos os sinais da brucina apareceram no espectro. Ja géis autorreticulados de N,N-
dimetilacrilamida ndo se mostraram eficientes como meio de alinhamento em experimentos

iniciais.

Palavras-chave: Géis. Elucidacdo estrutural. RMN. RDC. RCSA.



ABSTRACT

In this work, alignment media were developed based on the methodology of strain-
induced alignment in gel (SAG), and the efficiency of three different alignment media:
polyacrylonitrile (PAN) in DMSO-de , N-vinyl-2-pyrrolidone / acrylonitrile (NVP / AN) in
CDCls, and N,N-dimethylacrylamide in DO for the study of anisotropic parameters of Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) such as residual dipole couplings (RDCs) and residual chemical
shift anisotropies (RCSAS) The test molecules for this study were brucine and a-santonin, two
natural products with several stereogenic centers. For the structural elucidation of the molecules
'H, 2H, BC and HSQC spectra were recorded. For the determination of the conformational space
of all diastereoisomers, molecular mechanics calculations were performed using the MMFF94
force field. The obtained structures were then refined at the DFT level and the chemical
shielding tensors were calculated using the DFT / GIAO method. The experiment performed
with the PAN gel for brucine provided appropriate values of RDC in the range -33.6 to +34.1
Hz. A quality factor Q of 0.093 was obtained for the correct brucine configuration. The RCSA
provided a quality factor Q = 0.125 for the correct structure. For a-santonin using the PAN gel
it was possible to obtain RDC values in the range of -15.6 to +14.5 Hz and a quality factor Q =
0.026 for the correct structure. A Q quality factor of 0.089, for the correct structure, was
obtained through the analysis of the RCSAs. It was not possible to measure any RDCs in the
N-vinyl-2-pyrrolidone / acrylonitrile (NVP / AN) gels, since many signals of the gel overlapped
with the brucine signals and even more not all brucine signs appeared on the HSQC spectrum.
Self-crosslinked N,N-dimethylacrylamide gels were not shown to be efficient as an alignment

medium in initial experiments.

Keywords: Gels. Structural elucidation. NMR. RDC. RCSA.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos foram desenvolvidas inimeras ferramentas para o estudo
estereoquimico de moléculas orgénicas por meio de RMN (CLARIDGE, 2016; DIAS et al.,
2016). Dentre essas ferramentas podemos destacar a RMN de meios parcialmente alinhados.
Apesar de ser conhecida desde os anos sessenta (SAUPE; ENGLERT, 1963), 0 uso da RMN
em meios parcialmente alinhados s6 foi nas Ultimas duas décadas, que, alicercada no
desenvolvimento dos meios de alinhamento fraco, e comecando com os trabalhos de
(MANGONI et al., 2003; SHAPIRO et al., 2004; THIELE; BERGER, 2003), conseguiu ser
considerada uma ferramenta Util na elucidacéo estrutural de compostos organicos nos casos em
que as técnicas tradicionais de RMN como o efeito nuclear Overhauser (NOE) e a analise do
acoplamento escalar (J), ndo sdo suficientes para determinar a estrutura (GARCIA et al., 2009;
GIL et al., 2008);.

A RMN em meios parcialmente alinhados é hoje uma ferramenta poderosa na elucidacao
estrutural de compostos organicos sintéticos e naturais (CLARIDGE, 2016; Li et al., 2018). Os
meios de alinhamento permitem a observacédo de parametros de RMN anisotropicos residuais,
como o acoplamento dipolar residual (RDCs), sendo este 0 mais empregado. Parametros
anisotropicos fornecem informacdes estruturais que complementam e ampliam a RMN
isotrdpica convencional (SUN et al., 2011). Os RDCs tém sido usados para resolver problemas
de conformacédo, (GAYATHRI et al., 2010; LANCEFIELD et al., 2015) configuracao relativa
(BOTTCHER; THIELE, 2012; CORNILESCU et al., 2017; SUN et al., 2011; TROCHE-
PESQUEIRA et al., 2017) e até mesmo constituicio (KUMMERLOWE et al., 2011a; LIU et
al., 2017) de pequenas moléculas organicas. Além dos RDCs, tem havido recentemente
consideravel interesse na aplicacdo de anisotropia quimica residual (RCSA) para problemas
estruturais. Enquanto os RDCs correlacionam a orientacdo relativa de vetores internucleares,
0s RCSAs informam da orientacdo relativa dos tensores de blindagem quimica (NATH et al.,
2016).

Nas ultimas décadas foram desenvolvidos varios meios de alinhamentos compativeis com
os solventes comuns em RMN (MERLE et al., 2013; NAUMANN et al., 2007; THIELE, 2004).
Estes meios sdo conhecidos como meios de alinhamento fraco e fornecem graus de ordem
menores de 102 enquanto conservam a resolucéo espectral caracteristica da RMN de liquidos.
Duas principais familias de materiais tém sido desenvolvidas, os cristais liquidos liotropicos, e

a outra sdo geis indutores de alinhamento (strain-induced alignment in a gel (SAG)). Os dois
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métodos geram um bom grau de alinhamento para a medi¢do dos parametros anisotropicos e
existem muitos exemplos na atualidade de aplicacdo destas duas familias de meios
(HALLWASS et al., 2011; KUMMERLOWE et al., 2011a; THIELE, 2004, TROCHE-
PESQUEIRA et al., 2014).

1.1 MEIOS DE ALINHAMENTO BASEADOS EM GEIS

O primeiro trabalho descrito para uma molécula organica com alinhamento parcial foi
relatada por Saupe e Englert, onde eles estudaram o benzeno em uma fase cristalina liquida
nematica (SAUPE; ENGLERT, 1963). Porém estes meios nematicos fornecem um grau de
alinhamento excessivamente grande, impossibilitando a analise estrutural de moléculas
organicas comuns, exceto nos casos mais simples para moléculas de tamanho muito pequeno
ou alta simetria. O uso de fases liotropicas permite, porém, a obtencao de graus de alinhamento
mais pequenos. Estes chamados meios de alinhamento fraco constituiram uma revolugdo na
aplicabilidade da RMN em meios orientados no campo da RMN de biomoléculas e
posteriormente moléculas organicas pequenas.

O alinhamento também pode ser induzido por interacdo do analito com uma rede
molecular orientada como Deloche e Samulski mostraram em seu trabalho pioneiro em 1981.
O método € conhecido como SAG (strain-induced alignment in a gel, alinhamento induzido
por deformacdo em um gel) (DELOCHE; SAMULSKI, 1981). Neste método, o gel deve ser
comprimido ou esticado para gerar um ambiente de meio anisotrpico para o alinhamento da
molécula em estudo. As amostras no SAG sdo preparadas deixando que um gel polimérico
intumesca dentro de um tubo RMN. Além disso, é introduzida uma deformacéo anisotropica,
comprimindo ou esticando mecanicamente o gel dentro do tubo de RMN (THIELE, 2008). O
grau de orientacdo induzida por esses géis pode ser ajustado escolhendo diferentes graus de
reticulacdo do gel e comprimindo ou esticando mecanicamente o0 gel no tubo de RMN.
(KUMMERLOWE et al, 2007; THIELE, 2008).

Apenas em 2000, o método SAG foi colocado em préatica por Tycko e colaboradores
(TYCKO et al, 2000), onde intumesceram géis de poliacrilamida em agua, e posteriormente,
mediram RDCs mediante compresséo e estiramento da amostra.

Em 2005, Luy expandiu o método SAG para solventes organicos, intumescendo um

polimero de poliestireno (PS) reticulado em cloroférmio (LUY et al., 2005). Além do
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cloroférmio, o gel PS reticulado é compativel com uma ampla faixa de solventes organicos,
incluindo tetraidrofurano e benzeno.

A metodologia SAG pode ser usada em combinagdo com um dispositivo de borracha
desenvolvido por Kuchel, que aplicou o dispositivo ao estiramento rapido e reversivel da
gelatina (KUCHEL et al., 2006). O dispositivo de Kuchel permitia também o controle preciso
do grau de alinhamento da amostra (Figura 1).

Figura 1 - Dispositivo de Kuchel.

o TIRE SRR
" N,

Fonte: KUCHEL et al. (2006).

Em 2008, Luy e colaboradores estenderam a aplicacdo do aparato de Kuchel para géis
de poliacrilamida (PH) no meio aquoso e poliacrilonitrila (PAN) em DMSO (KUMMERLOWE
et al., 2008).

Outro desenvolvimento importante foi a preparacdo de géis com compressao reversivel
por Gil e colaboradores (GAYATHRI et al., 2010a). Neste método, o gel é comprimido usando
uma haste de teflon ou vidro. A Figura 2 mostra um dispositivo de compressao da marca New

Era™ que é utilizado para a compresséo reversivel de géis.

Figura 2 - Dispositivo New Era™ para compressio de gel.

———————

Fonte: https://newera-spectro.com/compression-gel-device (2019).

Gil e colaboradores (GAYATHRI et al., 2010a) prepararam géis de polimetilmetacrilato
- PMMA e eles notaram que a elasticidade desse gel intumescido permitia a reversibilidade do

processo de compressao e um controle muito preciso do grau de alinhamento. O método foi
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depois estendido a outras combinagdes de polimero-solvente como 0s géis baseados em
di(etilenoglicol) metacrilato de éter metilico (DEGMEMA) em metanol (GARCIA et al., 2017)
ou poli-HEMA/DMSO-d6 (GIL-SILVA et al., 2016).

Apenas os géis poli-HEMA(GIL-SILVA et al., 2016) permitem a extracdo de RDCs em
um unico experimento, devido a grande diferenga na suscetibilidade magnética entre o solvente
isotropico livre e o polimero intumescido, que é da ordem de aproximadamente 0,1 ppm. Outros
geéis desenvolvidos e novos geéis compativeis com diferentes solventes organicos foram
produzidos, como o gel de polivinil acetato (PVAc) reticulado desenvolvido por Luy e
colaboradores. Este gel intumesce em uma variedade de solventes organicos, como DMSO,
metanol, acetona, THF, dioxano, acetonitrila e cloroférmio (FREUDENBERGER et al., 2005).
Gel de polimetilmetacrilato (PMMA) reticulado que intumesce em cloroférmio produzido por
Gil e colaboradores (GIL et al, 2008). Gel de polidimetilsiloxano (PDMS)
(FREUDENBERGER et al., 2004), compativel com agua. Géis de poliacrilonitrila (PAN)
estirados, (KUMMERLOWE et al., 2007, KUMMERLOWE et al., 2010a) reticulados através
de irradiacdo com radiacdo f; copolimeros i6nicos baseados em acrilamida (HABERZ et al.,
2005); Géis “universais” de poli (6xido de etileno) (MERLE et al., 2013). Uma ressalva em
muitos desses géis é a presenca de fortes sinais residuais no espectro do HSQC, particularmente
dos prétons na cadeia lateral movel.

Neste trabalho de mestrado foram preparados géis poliméricos a partir dos monémeros
de acrilonitrila, N-vinil-2-pirrolidona e N, N-dimetilacrilamida pela polimerizacéo radicalar.

Comentaremos em seguida algumas das peculiaridades da polimerizacdo destes mondmeros.

1.1.1 Acrilonitrila

A polimerizagdo da acrilonitrila ocorre na presenca de radicais livres ou iniciadores
anioénicos. Iniciadores peroxidos convencionais, como peroxido de benzoila e perdxido de
hidrogénio, e compostos azo, como 0 2,2-azobis (isobutironitrila) e o 2,2-azobis (2,4-
dimetilvaleronitrila), podem ser usados em temperaturas moderadas abaixo de 100°C. A
polimerizacdo pode ser realizada em massa, emulsdo, suspensdo ou solu¢cdo (NOMURA,;
MASUDA, 2003).

O polimero de poliacrilonitrila € conhecido por ser insoltvel em seu proprio monémero,
(assim como muitos solventes organicos), exceto em solventes polares, como DMF e DMSO
(OLABISI; ADEWALE, 2016). A DMF é um dos melhores solventes para a poliacrilonitrila e
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é usada amplamente. Além de DMSO ou DMF, outros solventes importantes sdo também
usados como dimetilacetamida, carbonato de etileno ou propileno, ou solugbes aquosas
concentradas de HNOs3, H2SO4 e ZnClz (NOMURA; MASUDA, 2003).

Na reacdo de polimerizacdo de acrilonitrila em DMF, iniciada por AIBN a cerca de 50 a
60 °C, os radicais primarios da decomposicdo de AIBN reagem com monémero iniciando o
crescimento da cadeia polimérica. Cerca de metade dos radicais primarios sdo eficazes, sendo
0s outros perdidos em reacdes colaterais que ndo levam ao polimero (THOMAS, 1961). Para a
reticulacédo do gel, normalmente € utilizado um agente reticulante, responsavel da formacéao das
ligacdes cruzadas entre as cadeias de polimeros em solucdo (GUPTA et al., 2002). Na Figura 3
é mostrado o mecanismo de reacdo de polimerizacdo da acrilonitrila iniciada por 2,2’-azobis

(2-metilpropionitrilo) — AIBN, com énfase na adi¢do do agente de reticulacdo, o diacrilato de
etilenoglicol.

Figura 3 - Reacdo de polimerizacdo da acrilonitrila.
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Fonte: A autora (2019).

Outro processo de reticulacdo da acrilonitrila € mediante irradiagdo com radiagéo f ou y.
Luy e seu grupo desenvolveram géis de poliacrilonitrila (PAN) irradiado em DMSO, porém a
sintese do gel demanda o uso de acelerador de particulas, que ndo é um método de preparacéo

tdo comum. Na nossa experiéncia estes géis nem sempre apresentam uma boa homogeneidade
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fisica, além de precisarem de longos tempos de difusdo da amostra ( KUMMERLOWE et al,
2007) .

1.1.2. N-vinil-2-pirrolidona

O mondmero N-vinilpirrolidona (NVP) € solivel em dgua e em uma grande variedade de
solventes organicos, que se estende desde solventes extremamente hidrofilicos, até liquidos
hidrofobicos, como o butanol e cloroférmio. Os solventes mais usados para solubilizar a Poli
(N-vinil-2-pirrolidona) sdo etanol, isopropanol e propileno glicol (OSKAR, 2005).

A poli(N-vinil-2-pirrolidona) € um polimero vinilico, formado por cadeias de multiplos
meros de N-vinil-2-pirrolidona, obtido por meio da polimerizacdo em solucdo via radical livre,
em meio aquoso ou em solventes organicos. Alem do AIBN, outros iniciadores, como o
peroxido de terc-butila, sdo utilizados para a polimerizacdo da NVP em solugdo aquosa ou
agua/alcool (OSKAR, 2005).

Na literatura é reportado o uso de géis de N-vinil-2-pirrolidona para vérias aplicacdes
como curativo (SEN; AVCI, 2005); liberagdo controlada de drogas; (AHMAD et al, 2004);
sensores biologicos (SERAP DERMAN et al., 2012). Porém ndo se tem relato do seu uso como

meio de alinhamento.

1.1.3 N, N-dimetilacrilamida

Os géis de N, N-dimetilacrilamida geralmente sdo sintetizados mediante polimerizacdo
radicalar na presenca de um agente reticulante, como a N, N-metilenobisacrilamida (BIS) N, N-
Metileno-bisacrilamida (BIS) (HARAGUCHI et al., 2003; NITA et al., 2013; PACIOS et al.,
2004).

Um trabalho particularmente interessante envolvendo o mondmero de N,N-
dimetilacrilamida (DMMA) consiste na preparacdo de géis autorreticulados de N,N-
dimetilacrilamida desenvolvidos por Cipriano e colaboradores (CIPRIANO et al., 2014). Estes
geis foram polimerizados em agua deionizada usando o KPS como iniciador de radicais livres.
As propriedades superiores dos géis baseados nesse mondmero séo devido a uma distribuicdo
mais uniforme de liga¢Oes cruzadas dentro de suas redes.

A facilidade em se autorreticular do N, N-dimetilacrilamida na presenca de iniciadores
como o persulfato de potassio é conhecida desde a década de 60 (NEEDLES; WHITFIELD,
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1965). O mecanismo proposto para isto esta indicado na Figura 4. Ocorre que os radicais
persulfato da KPS podem retirar um hidrogénio de uma ou das duas metilas no DMMA, o que
resultaria em um radical metileno. Depois o grupo metileno pode ligar-se a outra cadeia
polimérica, através da ligacdo dupla ou a outro grupo metileno. As cadeias poliméricas tornam-
se ramificadas e reticuladas umas as outras, formando assim o gel (CIPRIANO et al., 2014).

Figura 4 - Mecanismo de autorreticulacdo de DMMA iniciada por persulfato de potassio onde
os radicais persulfato atacam os grupos metila e retiram um hidrogénio. Entéo, a cadeia
crescente pode se conectar a outra cadeia, levando a uma rede interligada.
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Fonte: CIPRIANO et al. (2014).

1.2 APLICACOES DOS MEIOS ORIENTADOS PARA ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE
MOLECULAS ORGANICAS

Na presenca de um campo magnético, um nicleo atdbmico de nimero quantico de spin |
= 1/2 passa a ter dois diferentes estados energéticos, sendo a diferenca entre esses estados
energéticos, proporcional a forca do campo magnético. Este efeito denomina-se efeito Zeeman
e é diretamente responsavel pelo fenémeno do deslocamento quimico. Informacgdes sobre a
estrutura e dindmica podem ser obtidas levando em conta outras interagdes magnéticas e
eletrdnicas, que em campos magnéticos intensos podem ser consideradas como perturbagdes da
interacdo de Zeeman. Essas interacfes sdo o acoplamento escalar, acoplamento dipolar spin-

spin ou o acoplamento quadrupolar spin-ndcleo.

1.2.1 Acoplamento Dipolar

O acoplamento dipolar origina-se com a interacdo entre momentos magnéticos de dois
diferentes spins nucleares que estdo proximos espacialmente. Este acoplamento pode ser
homonuclear, quando os nucleos séo iguais (I — I; S — S), ou heteronuclear, quando os dois

nacleos que interagem sdo diferentes (I — S). Sdo rotulados como | o spin nuclear mais
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abundante, por exemplo, os H, e S 0 spin nuclear menos abundante, tal como *C ou N
(KRAMER et al., 2004).

O Hamiltoniano de acoplamento dipolar (fraco) de dois spins, | e S, é dado pela equacéol:

3cos%6-1

His =k (*25) 157 @

onde o parametro k € uma constante do acoplamento dipolar, que pode ser calculado conforme
a equagao a seqguir:

k = _(ﬂ)hyn’s @

2 3
41T s

onde, uo € a constante de permeabilidade do vacuo (47 x 10" NA?), h ¢ a constante de Planck
dividida por 2x, yI e yS sdo as respectivas razdes giromagnéticas dos spins nucleares l e S, ris é
igual a distancia internuclear entre | e S e Iz e Is sdo, respectivamente, os operadores de | e S do
momento angular do spin nuclear na componente Z. O angulo @ descreve a orientacdo formada
entre o vetor internuclear e a direcdo apontada pelo campo magnético externo Bo. A Figura 5

representa a interacdo dipolar entre dois spins | e S, presentes em uma molécula.

Figura 5 - Representacdo do acoplamento dipolar entre dois spins | e S, onde 6 é o0 angulo
formado entre os vetores do acoplamento heteronuclear IS e a dire¢cdo do campo magnético
externo Bo.

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Residual_dipolar_coupling (2019).
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Em uma solucéo isotrdopica, como as moléculas estdo em movimento randémico, ou seja,
podem se mover livremente em todas as diregdes o valor médio do termo (3cos?8 — 1) é zero
cancelando o acoplamento dipolar. Por isso ndo e possivel observar, no estado liquido
isotropico, nenhum acoplamento dipolar exceto pelo seu efeito na relaxagéo. No entanto, o valor
desse termo pode ser diferente de zero, caso a solugdo ndo seja isotropica, podendo entdo
observar de forma parcial o acoplamento dipolar, essa pequena parte do acoplamento
visualizada ficou conhecida como acoplamento dipolar residual (RDC, do inglés Residual
Dipolar Coupling). E para que sejam observados os RDCs é necessario o uso de meios que
orientem parcialmente as moléculas, também conhecidos como meios alinhados que j& foram
comentados anteriormente.

O Hamiltoniano de acoplamento dipolar (D) é semelhante ao do acoplamento escalar (J)
e contribui para o desdobramento dos sinais de ressonancia, por isso, nicleos interligados por
acoplamento escalar em um meio orientado, dardo resultados que s&o a soma dos acoplamentos

escalar e dipolar, ou seja, um acoplamento total (T) (Equacéo 3).

T=J+D (3)

1.2.2 Anisotropia Residual do Deslocamento Quimico (RCSA)

O deslocamento quimico de um nucleo, i, em uma molécula surge do efeito da blindagem
nuclear de um campo magnético aplicado, induzido pela circulacdo de elétrons ao redor do
nacleo (LEVITT, 2008). O deslocamento quimico é o parametro mais simples de medir em
RMN e combinado com o alinhamento molecular parcial pode revelar o componente
anisotropico do tensor de deslocamento quimico, e isso é mostrado como anisotropia de
deslocamento quimico residual (RCSA) que recentemente tem havido consideravel interesse na
sua aplicacdo para resolver problemas estruturais e, como, séo refletidos no deslocamento
quimico, os RCSAs sdo medidos com alta sensibilidade, tornando facil a medicéo de pequenas
amostras para as quais a medicao de RDC seria dificil de detectar (NATH et al., 2016).

Da mesma forma que os RDCs, que relatam a orientacdo relativa de vetores
internucleares, os RCSAs relatam a orientacdo relativa dos tensores de blindagem quimica e
sua orientacio em relac&o a estrutura de alinhamento (LIU et al., 2018a). E uma técnica bastante
importante, pois pode ser aplicada para carbonos protonados e ndo protonados em qualquer

estrutura organica (LIU et al., 2017).
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O meio onde a molécula for inserida para ser analisada pode afetar a anisotropia, dessa
forma é necessario que haja um alinhamento do meio, embora parcial, provocando um desvio
dos deslocamentos quimico dos sinais de RMN (46) em relagdo ao seu valor isotropico (diso).

A medicdo de RCSAs é muito mais exigente tecnicamente, pois mesmo mudancas
minimas entre os dois graus de alinhamento, necessarias para extrair o componente anisotropico
do deslocamento quimico, causam mudancas importantes no componente isotrépico. No
entanto, o grande desafio € eliminar de maneira confiavel as alteracdes de deslocamento
quimico isotropico durante o alinhamento (NATH et al., 2016).

A anisotropia do deslocamento quimico residual é apenas uma pequena parte do valor
total da anisotropia do deslocamento quimico que pode ser calculada conforme a expressao

(Equacao 4):
2 .
Abresa = 5 Xap=xyz SapSap (4)

onde S,p € S;ﬁ sdo os elementos de matriz dos tensores de Saupe e de deslocamento quimico,

respectivamente.
1.2.3 Obtengéo de informag0es estruturais baseadas em medidas de RDCs e RCSAs

Como os parametros RDCs e RCSAs dependem do angulo formado a partir do vetor da
ligacdo heteronuclear dos spins | e S e a direcdo do campo magnético externo Bo, podem ser
utilizados para a determinacao da estrutura tridimensional de pequenas moléculas orgénicas. A
grande dificuldade na utilizacdo de RDCs e RCSAs esta atrelada a interpretacdo de forma
correta dos dados fornecidos experimentalmente, e a conversdo destes parametros adicionais
em dados que ajudem na elucidacdo estrutural das moléculas.

Considerando moléculas rigidas, nas quais as distancias internucleares podem ser
consideradas fixas, a orientacdo media das mesmas pode ser expressa em termos de uma matriz
3 x 3, simétrica e com trago igual a zero, chamada matriz de ordem ou tensor de alinhamento e
matriz de Saupe (KRAMER et al., 2004; SAUPE, 2014). Este tensor de alinhamento é essencial
para a obtencao de informacdes estruturais.

A Figura 6 mostra um esquema geral para a obtencao de informacdes estruturais baseadas

nas medidas dos parametros de RDCs e RCSAs para moléculas rigidas e semirrigidas. De forma
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geral, as estruturas diasteroisoméricas 2~ ! de uma molécula com N estereocentros, devem ser
geradas para cada uma delas. Para cada distereoisdmero € computada uma estrutura 3D e essa
geometria, juntamente com os dados experimentais do RDC e/ou RCSA, ¢ alimentada para um
programa de computador como MSpin (NAVARRO-VAZQUEZ, 2012) ou PALES
(ZWECKSTETTER, 2008). Para determinacdo do tensor de alinhamento para cada uma das
possiveis estruturas 3D é necessario realizar o célculo SVD. Uma vez que esses tensores sao
calculados, os RDCs e/ou RCSAs sao recalculados a partir da geometria molecular e
comparados com os dados iniciais. O ajuste entre os dados computados e experimentais €
comumente expresso em termos do fator de qualidade Cornilescu Q (CORNILESCU; BAX,
2000). Idealmente, para a estrutura correta, o fator Q deve ser zero ou mais préximo a zero.

Figura 6 - Esquema geral para a obtencdo de informacdes estruturais em moléculas rigidas.
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Fonte: Adaptado de Teles (2015).
1.2.4 Acoplamento Quadrupolar

Os nucleos que possuem spin nuclear maior do que 1/2, conhecidos como nucleos
quadrupolares, possuem momento de quadrupolo elétrico sensivel ao gradiente de campo
elétrico (EFG, electric field gradient) na posicdo do nicleo. Valiosas informag6es sobre a

vizinhanca do nudcleo podem ser obtidas a partir dos parametros da interacdo quadrupolar,
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podendo ser utilizada como uma fonte de informagdes para se determinar a estrutura atbmica e
molecular (SUITS, 2006).

As interacBes quadrupolares também podem ser tratadas como uma perturbacdo dos
niveis de energia de Zeeman no limite de campo alto. Temos como principal exemplo o nucleo
de 2H, aonde existem trés niveis de energia para um ndcleo isolados de spin 1, que originardo
um par de linhas. A expressao para o acoplamento quadrupolar, esté representada pela equacéao
5 (SUITS, 2006):

2 20
Av = 3e qQ Ssystem M (5)
2h 2

Onde, Q, g, e correspondem ao momento quadrupolar, ao gradiente de campo elétrico e
a carga elétrica, respectivamente. O fator e2gQ €é conhecida como a constante quadrupolar
nuclear e 6 € o angulo entre o tensor de gradiente de campo elétrico e 0 campo magnético.-Ssystem
é¢ um parametro de ordem. A obtencdo de informacgBes sobre o grau de ordem e a
homogeneidade do meio orientador pode ser obtida com a observacdo do acoplamento
quadrupolar do solvente deuterado empregado (TRIGO-MOURINO et al., 2010). O aumento
da sensibilidade dos equipamentos de RMN permite a medigdo dos acoplamentos
quadrupolares de 2H em abundéncia natural para o seu uso na resolucdo de problemas
estruturais em moléculas organicas pequenas (NAVARRO-VAZQUEZ et al., 2017).

1.2.5. Medidas experimentais de RDCs

O acoplamento residual surge em meios parcialmente orientados, de modo que o
acoplamento existente entre o par de spin | e S é a soma do acoplamento escalar com o
acoplamento dipolar. A resultante ¢ identificada como T, assim, para podermos adquirir o RDC,
basta subtrair T, obtido em meio anisotrépico, do J acoplamento escalar medido em meio

isotropico, como demonstra a equacao 6.
RDC =T —-J (6)

Assim, dois experimentos sé@o realizados, o primeiro em meio parcialmente orientado

(anisotrépico) que fornece os acoplamentos totais, T, e 0 segundo em meio ndo orientado
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(isotropico) que fornecera os acoplamentos escalares (J). Os pares de nlcleos fornecem dados
de RDCs, os nucleos mais utilizados sdo os pares carbono e hidrogénio a uma (*Dc-+) ou a duas
(°Dc-n) ligages de distancia.

Para a medida de RDCs sdo realizados experimentos de correlagdes heteronucleares
bidimensionais, como por exemplo 0 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). Os
experimentos acoplados de HSQC podem ser realizados com a detec¢éo do acoplamento C-H
na dimensdo direta (F2) ou indireta (F1). O experimento HSQC acoplado em F1 (dimensao
indireta) tem uma resolucéo digital inferior ao obtido em F2 (dimens&o direta). Para compensar
esta diminuigcdo na resolucdo usam-se diferentes técnicas, como por exemplo, a técnica de
folding (PAIVA et al., 2010) . Com isso, a janela espectral diminui e os sinais aparecem
rebatidos, ou seja, para uma janela espectral com 100 ppm o0s sinais de carbono com
hibridizagio sp? irdo surgir na mesma regido dos carbonos sp®. Outra técnica é o uso de um
bloco de evolugdo do acoplamento escalar (THIELE; BERMEL, 2012). Mediante a introducéo
deste bloco pode-se também multiplicar a constante de acoplamento por um fator k arbitrério
(k usualmente é igual a 3 ou 4). A precisdo na determinacdo do acoplamento escalar vem dada
pela expressdo: o acoplamento observado € igual ao desdobramento observado dividido pelo
fator k.

No caso de grupos metileno a distancia entre as linhas exteriores do duplo dupleto é igual

a soma dos acoplamentos ativo e passivo. Portanto apenas podemos definir um acoplamento

1 1
TCHa + TCHb

médio observado ‘T, = . Se o fator k igual a 3 for usado deve-se tomar cuidado

quando for calculando o RDC, pois o resultado deve ser dividido por 3 quando se trata de um
acoplamento CH, por 6 ao se tratar de um acoplamento CHy e por 9 quando for CHz (YU et al.,
2011). A Figura 7 mostra a medicdo de RDCs para grupos metino, metileno e metila em um

experimento HSQC acoplado em F1, onde n é o fator de escala aplicado.
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Figura 7 - Medicdo de RDCs para grupos metino, metileno e metila em um experimento
HSQC acoplado em F1.
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Fonte: A autora (2019).

1.2.6 Aplicacdes dos parametros anisotropicos

A primeira pequena molécula a ser alinhada foi benzeno em 1963; entretanto, seu
alinhamento em cristais liquidos organicos era tdo forte que os espectros se tornavam muito
dificeis de analisar. Porém, nas décadas de 70 e 80 a RMN em meios orientados foi aplicada na
analise conformacional de moléculas simples, como derivados de bisfenila (BURNELL,;
LANGE, 2003). A primeira aplicacdo de RDCs na andlise configuracional de pequenas
moléculas organicas foi proposta em 2003 quase ao mesmo tempo por (MANGONI et al., 2003;
YAN et al., 2003), embora seus métodos limitassem ao uso de meios de alinhamento
compativel com agua. Apds isso, o desenvolvimento de meios de alinhamento compativeis com
solventes organicos comecou com uso de fases liotropicas liquidas cristalinas formadas por
homopolipeptideos (PBLG, PELG) dissolvidos em CDCIls (THIELE; BERGER, 2003;
VERDIER et al., 2003).

A aplicacdo dos géis polimeéricos deformados mecanicamente e compativeis com
solventes organicos foi iniciada pelo grupo de Luy, mediante o uso de géis de poliestireno
reticulado esticado e intumescido em CDCls (LUY et al.,, 2004). A partir disso, outras
combinagBes polimero-gel/ solvente organico foram desenvolvidas (GAYATHRI et al., 2010a;
GIL et al., 2008; KUMMERLOWE et al., 2008), principalmente pelo grupo de pesquisa de
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Luy, bem como métodos para o estiramento reversivel (KUMMERLOWE et al., 2010b) e
compressdo(GAYATHRI et al, 2010) de géis.

Além do uso de RDC em macromoléculas com importancia bioldgica, como por exemplo
proteinas e &cidos nucleicos (DE ALBA; TIANDRA, 2002), o pardmetro RDC tem sido
bastante usado para resolver problemas de configuracdo relativa, conformacdo, e da
constituicdo de pequenas moléculas organicas (GIL, 2011).

Um excelente exemplo da aplicacdo dos RDCs para a determinacao da configuracéo de
moléculas organicas foi a molécula de sulfato de fibrosferol A (Figura 8). Nesse estudo 0s
autores dividiram a molécula em trés regides: esteroide ABCD, esteroide A’B’C’D’ sendo o
foco principal do trabalho a determinacdo da configuracdo das posigdes 22,25 ¢ 24’ (SUN et
al., 2011).

Figura 8 - Estrutura do sulfato de fibrosterol A com numeragao atémica.

15

Steroid A'B'C'D’

0SOsNa

Fonte: SUN et al. (2011).
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Devido a grande flexibilidade da molécula muitos movimentos de grande escala sdo
observados e mudam a forma da molécula inteira. Tais movimentos representam grandes
desafios para a elucidagéo da estrutura e a correta determinagéo da configuracdo. Os autores
conseguiram determinar a estrutura correta da fibrosferol A por meio de uma analise de tensor
de alinhamento multiplo baseado em acoplamento dipolar residual complementado por
dindmica molecular (SUN et al., 2011). Os RDCs também foram empregados para analise
conformacional como foi para a determinagdo da conformacdo preferida da 2-fenil-3-
benzazepina com atribuicdo simultdnea dos protons metilenos diastereotdpicos (Figura 9)

(GAYATHRI et al., 2010).

Figura 9 - Estrutura da 2-fenil-3-benzazepina.

Hy4'

Fonte: GAYATHRI et al. (2010).

A primeira tentativa de usar RCSAs *C para analise configuracional foi descrita por
(HALLWASS et al., 2011). Para evitar mudancgas nas condi¢des de solvatacdo entre o gel
esticado e relaxado os autores fizeram uso do dispositivo de alongamento de (KUCHEL et al.,
2006). Os autores conseguiram diferenciar a configuracdo correta da molécula de estrona em
relagcdo ao seu diastereoisdmero 13-epi-estrona (Figura 10), mostrando a potencialidade deste
parametro, quando associado aos RDCs. Para solucionar a interferéncia do meio de alinhamento
(gel &cido (S)-2-acrilamida-1-propanosulfonico (APS)) os RDCs e RCSAs foram medidos

empregando duas condigOes de esticamento diferentes no dispositivo de Kuchel.
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Figura 10 - Estruturas de estrona (esquerda) e 13-epi-estrona (direita), respectivamente.

18
12 CHj O

Fonte: HALLWASS et al. (2011).

Outras técnicas relatadas envolvem o uso de sondas de angulos variaveis,
(KUMMERLOWE et al., 2011b), fases liotropicas polipeptidicas (LIU et al., 2018), géis
esticados em tubos de RMN de duas sec¢des diferentes de diametro interno (HALLWASS et al.,
2018; HELLEMANN; GIL, 2018; LIU; PRESTEGARD, 2010, NATH et al., 2016), ou géis de
RMN compressiveis (HALLWASS et al., 2018; NATH et al., 2016). O uso simultaneo de
RDCs e RCSAs tem se mostrado valioso para a elucidacdo estrutural de compostos de dificil
elucidacdo (LIU et al., 2017; MEVERS et al., 2016). Um protocolo detalhado para a técnica de
géis de estiramento/compressdo foi relatado recentemente na revista Nature Protocols (LIU, et
al., 2018a).

O uso de géis mecanicamente compressiveis (GAYATHRI et al., 2010) € talvez o método
mais simples para medir RDCs e RCSAs de pequenos analitos. No entanto, até agora apenas 0
gel de PMMA compativel com CDCls foi usado para medigdo simultdnea de RDCS/RCSAs
(HALLWASS et al., 2018; NATH et al., 2016);. Dessa forma seria altamente desejavel sermos
capazes de empregar a mesma metodologia em outros solventes como por exemplo DMSO-ds
e D2O.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho é desenvolver novos meios de alinhamento compativeis

com diversos solventes organicos para obtencéo de parametros anisotropicos em RMN.
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1.3.2 Objetivos Especificos

e Realizar a sintese de geéis de poliacrilonitrila reticulados quimicamente;

e Realizar a sintese dos geis copoliméricos de N-vinil-2-pirrolidona/acrilonitrila;

e Realizar a sintese dos géis de N,N-dimetilacrilamida autorreticulados;

e Auvaliar o intumescimento dos géis em diferentes solventes organicos;

e Testar o desempenho do gel de PAN como meio de alinhamento para a medicdo de
RDCs e RCSA em produtos naturais usando brucina e a-santonina como moléculas
teste;

e Testar o desempenho do copolimero de N-vinil-2-pirrolidona como meio de
alinhamento para a medicdo de RDCs e RCSA em produtos naturais usando de novo
brucina e a-santonina como moléculas teste.

e Testar o gel de N,N-dimetilacrilamida autorreticulado como meio de alinhamento.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os reagentes utilizados foram: acrilonitrila; diacrilato de etileno glicol 98% (EGDA);
2,2'-azobis (2-metilpropionitrilo) 98% (AIBN): &lcool metilico 99%; dimetilfomamida (DMF);
cloroférmio 98% (CHCls); Agua destilada; N-vinil-2-pirrolidona; N,N-dimetilacrilamida 99%
(DMMA); persulfato de amonia 98%; dimetilsulfoxido 98% (DMSO); DO (D, 99,8%);
DMSO-ds (D, 99,9%) e CDClI3 (D,99,8%), a-Santonina (99%); brucina (99%) .Todos os
solventes e reagentes utilizados nas reac6es foram de grau analitico das marcas SigmaAldrich,
Vetec, Synth, Dinamica, e Moderna.

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Agilent de 400 MHz,
operando a temperatura de 298K, com frequéncias de ressonancia de 399,75 MHz para o H,
61,36 MHz para 0 °H e 100,51 MHz para o *C. Os experimentos foram realizados em DMSO-
ds (D, 99,9%), CDCls (D, 99,8%) e D>O D, 99,8%) utilizando tubos de RMN de 5 mm e o
aparelho para compressao do gel elaborado por NewEra™ (Figura 2).

Com base em metodologias ja bem descritas para a preparacao de géis poliméricos (LIU
et al., 2018) apresentamos a seguir o procedimento de sintese para os trés geis poliméricos

desenvolvidos neste trabalho.

2.2 SINTESE DOS GEIS

Os géis foram preparados mediante polimerizacdo radicalar em solucdo livre. A
metodologia utilizada foi baseada no trabalho de Gayathri e colaboradores (GAYATHRI. et al,
2010).

2.2.1 Sintese dos géis de Poliacrilonitrila

Uma solugio contendo 500 uL (7,6 mmol) de acrilonitrila, 0,0015 g (8,86x10°3 mmol) de
2,20-azobis (2-metilpropionitrilo) e 250 puL de dimetilformamida foi misturada com 9,5 pL
(0,055 mmol) de diacrilato de etilenoglicol. A fragcdo do agente de reticulacdo na mistura de
polimerizagdo foi 0,7% molar. A solucdo foi transferida para um tubo de RMN (didmetro

interno = 3 mm), que foi selado a chama (purificacdo do tubo ndo foi necessario). O tubo de
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RMN foi entdo levado ao forno a 60 °C. A polimerizacdo foi realizada por 24 h. Depois disso,
o tubo foi retirado do forno. Depois de quebrar a parte superior dos tubos, os géis puderam ser
facilmente removidos deles com a ajuda de movimentos circulares suaves. Os géis foram
cortados em bastbes de 2,5 cm de comprimento e colocados em recipientes de vidro fechado
com tampa, juntamente com DMSO-de para lavagem. Foi realizada a lavagem do gel para
remover monémero que nao reagiu. Apos 24 horas o DMSO-ds foi trocado. O procedimento
foi repetido quatro vezes. A quantidade total de solvente utilizada foi de aproximadamente 4

mL.

2.2.2 Sintese dos géis de N-vinil-2-pirrolidona/acrilonitrila

Uma solugéo contendo 400 pL (3,7 mmol) de N-vinil-2-pirrolidona, 100 uL (1,52 mmol)
de acrilonitrila, 0,0015 g (8,86x10 mmol) de AIBN e 250 uL de metanol foi misturada com
1,6 pL (9,4x10*mmol) de diacrilato de etilenoglicol. A fracdo do agente de reticulagdo na
mistura de polimerizacdo foi 0,2% molar. A solucdo foi transferida para um tubo de RMN
(diametro interno = 3 mm), que foi selado a chama (purificacdo do tubo nédo foi necessario). O
tubo de RMN foi entéo levado ao forno a 60° C. A polimerizacdo foi realizada por 24 h. Depois
disso, o tubo foi retirado do forno. Depois de quebrar a parte superior dos tubos, os géis puderam
ser facilmente removidos deles com a ajuda de movimentos circulares suaves. Os geéis foram
cortados em bastdes de 2,5 cm de comprimento e colocados em recipientes de vidro juntamente
com CDClI3 para lavagem. Foi realizada a lavagem do gel para remover mondmero que nao
reagiu. Apos 24 horas o CDCIs foi trocado. O procedimento foi repetido quatro vezes. A

quantidade total de solvente utilizada foi de aproximadamente 4 mL.

2.2.3 Sintese dos géis de N, N-dimetilacrilamida

Foi feita uma solucdo contendo 500 pL (4,8 mmol) de N, N—dimetilacrilamida 0,0015 g
(6,57x10°mmol) de perfsulfato de amdnio e 250 pL de 4gua destilada. A solugio foi transferida
para um tubo de RMN (didmetro interno = 3 mm) e colocada no sonicador com a fungéo de
desgaseificacdo também ativada durante 90 minutos. Apoés isso o tubo foi selado a chama (a
purga do oxigénio no tubo ndo foi necessaria). O tubo de RMN foi entdo levado ao forno a 60
° C. A polimerizacdo foi realizada por 48 h. Depois disso, o tubo foi retirado do forno. Depois

de quebrar a parte superior dos tubos, os géis ndo foram removidos facilmente tendo que
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quebrar todo o tubo. Os géis foram cortados em bastdes de 2,5 cm de comprimento e colocados
em recipientes de vidro juntamente com D>O para lavagem. Apos 24 horas a D»O foi trocada.
O procedimento foi repetido quatro vezes. A quantidade total de solvente utilizada foi de
aproximadamente 4 mL. Foi realizada a lavagem do gel para remover mondmero que ndo reagiu

Vale salientar que esse gel é autorreticulado conforme descrito anteriormente, ou seja, na
reacdo nao € utilizado reticulante devido ao processo de polimerizagdo do N, N-

dimetilacrilamida iniciada pelo persulfato de potassio.

2.3 EXPERIMENTOS DE RMN

2.3.1 Brucina no gel de PAN

Todos os experimentos de RMN foram realizados com o gel nos estados comprimido e
relaxado.

O espectro de RMN de *H foi adquirido, utilizando sequéncia de pulso simples, com pulso
de 5,20 ps, tempo de aquisicdo de 2,46 s, 8 transientes, tempo de relaxacdo 1,0 s, largura
espectral de 3,3 kHz e tempo total de aquisicéo de 28 s.

O espectro de RMN de *3C foi adquirido com pulso de 4,56 ps, tempo de aquisicdo de
1,62 s, tempo de relaxacdo 1,5 s, largura espectral de 20,2 kHz e tempo total de aquisi¢do de 8h
40 min.

O espectro de HSQC acoplado em F1 foi adquirido com tempo de aquisi¢éo de 0,319 s,
tempo de relaxacdo 1,0 s, 4 transientes, 2048 incrementos em t1, largura espectral em F1 15,6
kHz e largura espectral em F2 3,2 kHz e tempo total de aquisicdo de 7h 19 min e as constantes

de acoplamento foram multiplicadas por um fator k = 3.

2.3.2 e-Santonina no gel de PAN

Todos os experimentos de RMN foram realizados com o gel comprimido e relaxado.
O espectro de RMN de *H foi adquirido, utilizando sequéncia de pulso simples, com pulso
de 5,20 ps, tempo de aquisicdo de 2,56 s, 8 transientes, tempo de relaxacdo 1,0 s, largura

espectral de 4,0 kHz e tempo total de aquisicdo de 29 s.
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O espectro de RMN de 3C foi adquirido com pulso de 4,56 us, tempo de aquisicdo de
1,62 s, tempo de relaxacdo 1,0 s, largura espectral de 20,2 kHz e tempo total de aquisi¢do de 5h
58 min.

O espectro de gHSQC acoplado em F1 foi adquirido com tempo de aquisi¢do de 0,15 s,
tempo de relaxagdo 1,0 s, 4 transientes, 1024 incrementos em t1, largura espectral em F1 10,45
kHz e largura espectral em F2 4,0 kHz e tempo total de aquisi¢do de 3h 7min e os acoplamentos

préton-carbono foram multiplicados por um fator k = 3.

2.3.3 Brucina no gel de NVP/AN

O espectro de RMN de *H foi adquirido, utilizando sequéncia de pulso simples, com pulso
de 5,20 ps, tempo de aquisicdo de 2,56 s, 8 transientes, tempo de relaxacdo 1,0 s, largura
espectral de 6,41 kHz e tempo total de aquisigéo de 15 s.

O espectro de HSQC acoplado em F1 foi adquirido com tempo de aquisi¢éo de 0,256 s,
tempo de relaxacédo 1,0 s, 20 transientes, 896 incrementos em t1, largura espectral em F1 12,03
kHz e largura espectral em F2 4,0 kHz e tempo total de aquisicdo de 14h 14min e 0s

acoplamentos foram multiplicados por um fator k = 3.
2.3.4 Experimentos de RMN no gel de DMMA em metanol

O espectro de RMN de tH foi adquirido com pulso de 5,20 ps, tempo de aquisicio de
2,56 s, 8 transientes, tempo de relaxagéo 1,0 s, largura espectral de 6,41 kHz e tempo total de
aquisicdo de 29 s.
2.3.5 Experimentos de RMN no gel de DMMA em &gua

O espectro de RMN de *H foi adquirido, utilizando sequéncia de pulso simples, com pulso

de 5,20 ps, tempo de aquisigdo de 3,42 s, 8 transientes, tempo de relaxa¢édo 1,0 s, largura

espectral de 2,39 kHz e tempo total de aquisicao de 36 s.
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2.3.6 Experimentos de RMN de deutério

Experimentos de ?H foram realizados para os trés tipos de géis com compressdo e
relaxado. Os espectros de RMN de 2H foram adquiridos com pulso de 300 ps, tempo de
aquisicdo de 2,0 s, tempo de relaxacdo 1,0 s e tempo total de aquisicéo de 18 s.

2.4 MEDIDAS EXPERIMENTAIS DE RDCs E RCSAs NO GEL DE POLIACRILONITRILA

Para as medidas experimentais de RDCs, foram obtidos experimentos de RMN gHSQC
1H-13C acoplados em F1 no meio isotropico (gel relaxado) e anisotrépico (gel comprimido). Os
géis lavados foram inchados em um tubo de RMN de 5 mm, seguido pela adi¢do de uma solucéo
de 20 mg das amostras em 500 uL. de DMSO-ds). O gel foi deixado a inchar durante 24 horas
antes da medicdo, a fim de atingir um bom grau de homogeneidade fisica. Para medida dos
RCSAs foram realizados experimentos de RMN de *C nas duas condigbes de alinhamento

descritas acima.

2.5 MODELAGEM MOLECULAR

As treze e oito estruturas diastereoisbmericas possiveis para a brucina e a-Santonina,
respectivamente foram sujeitas a busca conformacional usando o campo de forca MMFF94
(HALGEN, 1995) implementado no software Macromodel (MACROMODEL, 2018). No caso
da brucina um tnico conformero foi encontrado para todas as configuracdes na janela de energia
escolhida apds que os rotameros triviais originados pelos grupos metoxi foram filtrados.
Posteriormente, as conformacdes selecionadas, para todos os diastereoisdbmeros, foram
otimizadas no nivel de teoria M062X / 6-31+G **. J4 para a a-Santonina as estruturas foram
entdo refinadas no nivel B3LYP / 6-31G * e 0s tensores de blindagem quimica foram calculados
no nivel PBEO usando o conjunto de bases pcS-1 (JENSEN, 2008). Todos os calculos foram

feitos usando o software Gaussian09.

2.6 OBTENCAO DOS RDCs E RCSAs CALCULADOS

O programa MSpin-RDC {Formatting Citation} foi usado para realizar o melhor ajuste

(SVD) entre os RDCs e RCSAs obtidos experimentalmente e as estruturas propostas, gerando
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valores calculados (previstos). A qualidade do ajuste foi expressa em termos do fator de
qualidade de Cornilescu (Q). Quanto mais préximo o fator Q de zero, significa que a estrutura
de teste fornecida se ajusta melhor aos RDCs e RCSAs observados experimentalmente e
calculados, ou seja, quanto menor o valor de Q significa que o “d” (acoplamento dipolares
residuais experimentais e calculados) sdo bem préximos (CORNILESCU; BAX, 2000) de
acordo com a equacao?’:

dexP_dcalc 2
Q= \/ 215% (7

(djs

Onde (d;;") so os resultados do acoplamento dipolar residuais experimentais e

(df4%c) os calculados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 GEIS DE POLIACRILONITRILA

Os géis sintetizados apresentaram visualmente uma aparéncia homogénea e uma
excelente reversibilidade do processo de compressdo. Avaliamos seu intumescimento em
diferentes solventes organicos como DMSO, DMF, cloroférmio, acetona e acetonitrila. Apds
10 horas, o gel inchou completamente em DMSO. Além do DMSO, verificou-se que 0s geéis
também incharam em DMF, mas n&o em cloroférmio, acetona ou acetonitrila. Como mostrado
na Figura 11 os géis que intumesceram em dimetilformamida e dimetisulfoxido foi observado

que os pedacos de geis de 1 cm cresceram aproximadamente o dobro.

Figura 11 - Intumescimento dos géis PAN (pedacos de 1 cm) em diferentes solventes.

Acetona Cloroformio  Acetonitrila Dimetiformamida Dimetilsulfoxido
Fonte: A autora (2019).

Investigamos a concentracdo do agente de reticulacdo, EGDA, no gel de PAN, testando
duas concentracdes 0,7 e 0,9 mol%. Os melhores resultados foram obtidos na concentracdo de
0,7 mol% de EGDA de acordo com a Figura 12.
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Figura 12 - Espectro de 2H-NMR do gel PAN (0,7% EGDA) intumescido em DMSO-ds: (a)
comprimido e (b) relaxado.
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Fonte: A autora (2019).

Figura 13 - Espectro de ?H-NMR do gel PAN (0,9% EGDA) intumescido em DMSO-ds: (a)
comprimido e (b) relaxado.
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Fonte: A autora (2019).

Os espectros foram medidos em duas condicBes de alinhamento diferentes: a primeira
foi o gel no estado relaxado isotrépico e a segunda o estado anisotrépico comprimido. A
compresséo foi feita usando o dispositivo comercial NewEra™ (New Era, 2012). A Figura 12
mostra o sinal 2H DMSO-ds nestas duas condi¢des de alinhamento: (a) gel comprimido e (b)
relaxado. No espectro 2H do gel relaxado, dois sinais sdo observados. O pico menos intenso
corresponde a uma camada isotropica de solvente em torno do gel, enquanto o mais intenso
corresponde ao DMSO-ds dentro do polimero (HELLEMANN et al., 2016), como ilustrado na
Figura 14 para o gel de poli metilmetacrilato - PMMA. A figura mostra um (a) mapa de imagem
de calor do gel de PMMA e a (b) representacdo visual de encurvadura no gel de PMMA

mostrando camadas de solventes isotropicos em torno do gel.
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Figura 14 - Mapa de imagem de calor do gel de PMMA e a (b) representagéo visual de
encurvadura no gel de PMMA mostrando camadas de solventes isotropicos em torno do gel
(HELLEMANN et al., 2016).

i)

Fonte: HELLEMANN et al. (2016).
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Quando o gel ¢ totalmente comprimido, o sinal de DMSO-ds no espectro de 2H
desdobra-se em um dupleto de 26,7 Hz. O solvente isotropico quase nao pode ser observado
neste grau de compressdo. O desdobramento observado é muito maior do que a desdobramento
de 3,8 Hz relatada para os géis de poli-HEMA (GIL-SILVA et al., 2016) para uma densidade
de reticulacéo de 0,2-0,3% molar. Pela largura de linha a meia altura os géis apareceram bem
homogéneos os valores sdo 2,1 e 3,4 Hz para o gel no estado relaxado e comprimido,
respectivamente (Figura 12), esses valores sdo bem parecidos com os valores encontrados para
as larguras de linha a meia altura dos géis de PMMA ou poli-HEMA habitualmente em uma
faixa de 1,5 a 3 Hz. Quando usamos um grau de reticulagdo mais elevado (0,9% molar)
obtiveram-se géis que eram demasiado heterogéneos fisicamente de acordo com espectros de
2H observados (Figura 13). A taxa de reticulacio de 0,7% fornece portanto um 6timo grau de
alinhamento para moléculas de tamanhos moleculares tipicos de farmacos e metabolitos
naturais.

Para os experimentos de HSQC acoplado em F1 foram medidos os acoplamentos a uma
ligagdo *H-13C filtrado por BIRD e com fator de escala do acoplamento (fator de escala k = 3)
(THIELE; BERMEL, 2012). A a-santonina e a brucina mostradas a seguir foram selecionadas
como moléculas teste, pois sdo moléculas rigidas e apresentam carbonos com anisotropia do
deslocamento quimico grande e sdo moléculas bem descritas na literatura (BERNSTEIN;
HALL, 1985; TELES etal., 2015). As Figuras 15 e 16 mostram os espectros de HSQC acoplado

em F1 para a-santonina no gel de PAN nos estados relaxado e comprimido respectivamente.



Figura 15 - Espectro de HSQC H-13C acoplado em F1 da a santonina no gel de PAN no

estado relaxado.
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Figura 16 - Espectro de HSQC H-13C acoplado em F1 da a santonina no gel de PAN no
estado comprimido.
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Fonte: A autora (2019).

O mesmo experimento de HSQC acoplado em F1 para o gel de PAN nos estados
comprimido e relaxado também foi realizado usando a brucina como mostrado nas Figuras 17

e 18 respectivamente.



44

Figura 17 - Espectro de HSQC *H-13C acoplado em F1 da brucina no gel de PAN relaxado.

4

110
120
130
40

60
70
80

f1 (ppm)

90

100

110

120

130

140

Tprervretng o

55 5.0

45 40 35 3.0
2 (ppm)

Fonte: A autora (2019).

25

2.0

1.5

1.0

Figura 18 - Espectro de HSQC H-1*C acoplado em F1 da brucina no gel de PAN comprimido.
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No espectro de HSQC com o gel comprimido ndo conseguimos observar os sinais de
correlacdo do carbono 15 com os hidrogénios metilicos.

Na Figura 19 sdo mostrados os sinais de correlacdo entre carbono e hidrogénio no
espectro HSQC acoplado a F1 dos pares C4-H4 e C1-H1. O experimento de HSQC acoplado
em F1 fornece para cada sinal, ou seja, para cada par de C-H um dubleto que é devido ao
acoplamento que é medido pela distancia entre 0s sinais no meio anisotrépico e meio isotropico.
Os sinais observados sdo essenciais para obtencdo dos valores de RDC. Os valores dos RDCs
foram obtidos a partir da diferenca (*Dcn = Tcn-"Jcn) entre o acoplamento total ‘Tcw (condigdo

comprimida, verde) e o acoplamento *Jcr (condicéo relaxada, vermelho).

Figura 19 - Expanséo dos espectros de RMN de HSQC acoplados *H-*C sobrepostos
mostrando sinais de brucina de C4-H4 e C1-H1 nas condigdes comprimida (verde) e relaxada

(vermelha).
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Fonte: A autora (2019).

3.1.1 Medidas de RDC/RCSA no gel de PAN para a a-santonina

O desempenho do gel de PAN como novo meio de alinhamento foi testado usando a a-
santonina (Figura 20). Foi possivel medir dez valores de RDC, variando de -15,6 a +14,5 Hz
como mostrado na Tabela 1. O valor *Dcn para os hidrogénios diastereotdpicos dos C4 e C5

ndo foram analisados separadamente.
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Figura 20 - Estrutura da a-santonina

Fonte: A autora (2019).

Tabela 1 - Constantes de acoplamento escalar (*Jcn), acoplamento total (*TcH) da a-santonina
e valores de RDC (*Dcn) obtidos experimentalmente no gel PAN/DMSO-ds.

indice Jen T, Dch
indice (DFT/MSpin) (H2) (H2) (H)
3 13 128,7 113,2 -15,6
3a 8 130,9 117,5 -13,4
4 9 130,0 122,7 -7,3
5 10 130,4 122,6 -1,7
6 6 161,3 159,4 -1,9
7 1 164,7 179,2 14,5
9b 7 150,6 139,2 -114
CH3-C3 18 128,3 123,3 -5,05
CH3-5a 14 129,9 132,2 2,2
H3-C9 16 128,8 130,4 1,6

Fonte: A autora (2019).

Os RDCs obtidos foram entdo aplicados para determinar a configuracdo relativa de o-
santonina. As estruturas de DFT para os oito diastereoisdbmeros foram obtidas do trabalho de
Teles e colaboradores (TELES et al., 2015). A a-santonina € um composto natural que apresenta
quatro estereocentros designados como C5a, C9b, C3a e C3 (Figura 20). Com base no nimero
de estereocentros este composto possui oito diastereoisomeros. Neste trabalho as geometrias
foram calculadas ao nivel B3LYP/6-31G* enquanto os tensores de blindagem quimica foram
calculados ao nivel PBEO usando o conjunto de bases pcS-1.

Os valores experimentais de RDC (Tabela 2) foram entéo ajustados para cada um dos oito
diastereoisdbmeros usando o procedimento SVD (LOSONCZI et al., 1999), conforme
implementado no programa MSpin-RDC (NAVARRO-VAZQUEZ, 2012). A qualidade do
ajuste foi expressa em termos do fator Q de Cornilescu (CORNILESCU; BAX, 2000). Um

excelente fator Q de 0,026 foi obtido para a configuragdo correta de a-santonina, enquanto a
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segunda melhor estrutura obteve um fator Q de 0,102. Os RDCs medidos fornecem, portanto,
boa discriminacdo para a configuracdo correta da o-santonina, uma vez que, quanto mais
préximo de zero o fator Q melhor seré o ajuste entre os RDCs experimentais e os calculados.

Na Tabela 2 sdo mostrados os valores do deslocamento quimico de *C de a-santonina e
0s valores de RCSA ¢ Adisotropicos Obtidos experimentalmente em gel PAN/DMSO-de.

Tabela 2 - Deslocamento quimico de '*C de a-santonina, RCSA e ASisotrspicos Obtidos
experimentalmente em gel PAN / DMSO-ds.

indices 5 (1°C) RCSA RCSA A AS

I'ndices (DFT/MSpm) (ppm) (ppb) (HZ) isotrépico isotrépico
(ppb) (H2)

3a 8 53,0 0,00 0,00 -72,0 -7,24
9b 7 80,6 0,00 0,00 -30,8 -3,10

7 1 1247 -21,1 -2,12 -117,0 -11,76
CH3-C9 16 10,6 0,00 0,00 -174 -1,75
CH3-C3 18 12,2 6,7 0,67 -29,4 -2,96
CH3-Cbha 14 24,5 -6,5 -0,65 -60,4 -6,07
6 6 156,6 -20,5 -2,06 -119,7 -12,03

5 10 374 0,00 0,00 -49,9 -5,02

4 9 22,0 0,00 0,00 -28,8 -2,89

8 2 185,6 -4,0 -0,40 -24,5 -2,46

2 12 178,0 -16,2 -1,63 -48,7 -4,90

9a 4 153,3 -36,0 -3,62 -132,0 -13,27
5a 5 41,5 0,00 0,00 -65,6 -6,59

9 3 126,3 -9,8 -0,99 0,00 0,00

Fonte: A autora (2019).

Os valores de RCSAs foram obtidos comparando simplesmente o desvio quimico nos
espectros de RMN de *3C relaxados e comprimidos como mostrado na Figura 21. Um problema
fundamental é como referenciar os dois espectros. Uma solucdo simples, previamente proposta,
é empregar um sinal da molécula com um minimo de anisotropia do tensor de blindagem
quimica (HALLWASS et al., 2011). O uso de moléculas altamente simétricas, onde o0 RCSA
desaparece, como TMS ou CCls também tem sido proposto (HELLEMANN et al., 2016; NATH
et al., 2016);. No entanto, aqui observamos que indo do estado relaxado para o estado
comprimido os sinais de *C do polimero sdo distorcidos enquanto a distancia entre o sinal **C
residual do polimero e o sinal DMSO-ds sdo mantidos constante. Portanto, o uso dos sinais do
solvente 1*C DMSO-ds como referéncia para a determinacéo dos deslocamentos quimicos nos

estados comprimidos e relaxados pareceu-nos apropriado e simples.
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Figura 21 - Expanséo (156,40 a 157,50 ppm) dos espectros de RMN de *C da a-santonina no
gel PAN comprimido (rosa) e relaxado (verde).

" 15750 157.40 15730 15720 157.10 157.00 156.90 156.80 156.70 156.60 156.50  156..
f1 (ppm)

Fonte: A autora (2019).

O ajuste dos valores de RDCs e RCSA, isoladamente ou em combinacéo, resultou em
baixos fatores Q de RDC e RCSA para 0s diastereoisomeros da a-santonina (Figura 22).
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Figura 22 - Fatores Q para as oito configuracdes da a-santonina, aplicando trés procedimentos
diferentes: usando apenas dados de RDCs, usando apenas dados de RCSAs e combinando
dados de RDCs e RCSAs
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Fonte: A autora (2019).

3.1.2 Medidas de RDC/RCSA no gel de PAN para a brucina

O desempenho do gel de PAN para a medicdo de RDC/RCSA também foi analisado
usando a molécula de brucina (Figura 23). Para a obtencdo dos RDCs foi realizado o0 espectro
de RMN HSQC acoplado em F1 da amostra de brucina alinhada no gel de PAN, para a obtencéo
das constantes de acoplamento total (T). Estes valores foram comparados, com 0s respectivos

valores, das constantes de acoplamento escalar (J), obtidos ao realizar o mesmo experimento
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para o gel no estado relaxado. A diferenca entre estes dois valores forneceu o RDC experimental
(Tabela 3).

Figura 23 - Estrutura da brucina

Fonte: A autora (2019).

Tabela 3 - Constantes de acoplamento escalar (*Jcn), acoplamento total (}Tcw) da brucina e
valores de RDC (*Dcw) obtidos experimentalmente no gel PAN/DMSO-ds.

] indices Wen Ten Den
Indices (DFT/MSpin) (H2) (H2) (H2)
1 22 159,3 125,6 -33,6
4 25 165,2 132,4 -32,7

8 18 138,5 131,3 -7,2

11 20 130,2 133,3 3,0

12 16 150,4 162,9 12,4

13 10 126,1 131,8 57
14 11 132,4 1442 11,8
16 9 147,0 181,1 34,1

17 13 133,0 138,8 5,0

18 15 138,4 149,7 11,2

20 18 138,5 131,3 -7,2

22 23 158,9 153,4 -5,0

23 24 141,2 162,3 21,0

OMe-C2 OMe-C26 1442 151,5 7,2
OMe-C3 OMe-C27 1444 155,7 11,3

Fonte: A autora (2019).

Foi possivel medir quinze valores de RDC, variando de -33,6 a +34,1 Hz como mostrado
na Tabela 3. O valor 'Dcy para o metileno C15 ndo pdde ser extraido provavelmente devido
uma excessiva dispersdo do sinal pelos acoplamentos proton-proton ou tempo de relaxagédo T»
excessivamente curto. Por outro lado, a falta de prétons de cadeia lateral em acrilonitrila fornece

um fundo espectral limpo em experimentos de HSQC e somente sinais residuais de *H fracos
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podem ser distinguidos em aproximadamente 3,1 e 2,1 ppm). Estes sinais, de T> muito curtos,
podem ser ainda mais minimizados usando predicdo linear reversa, como mostrado na Figura
24.

Figura 24 - Parte dos espectros F1 HSQC acoplados a 1H-13C (a) antes e (b) apos a
transformacéo de predicdo linear: para trds para 6; Pontos base: 256; coeficientes: 16; método:
Toeplitz; Os espectros foram apodizados nas dimensdes F1 e F2 mediante fun¢des gaussianas.
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Fonte: A autora (2019).

Os RDCs obtidos foram entdo aplicados para determinar a configuracdo relativa da
brucina. Dos possiveis 32 diasteroisomeros, apenas treze geometrias 3D podem ser montadas
pelo programa Ligprep sem distorcdo excessiva da geometria molecular. Os espagos
conformacionais para esses treze diastereoisdmeros foram obtidos usando uma pesquisa
conformacional baseada em mecanica molecular (MMFF94) no software Macromodel
(MACROMODEL, 2018). Um unico conformador foi encontrado para todas as configuragdes
na janela de energia escolhida depois que os rotameros das MeO foram filtrados. As estruturas
obtidas foram entdo reotimizadas no nivel de teoria M062X/ 6-31+G**. Os tensores de protecdo
quimica foram calculados nas estruturas M062X ao nivel PBE0/6-311+G**. Todos os céalculos
foram feitos usando o software GaussianQ09.

Os valores experimentais da RDC foram entdo ajustados para cada um dos treze
diastereoisébmeros usando o procedimento SVD (LOSONCZI et al.,, 1999), conforme
implementado no programa MSpin-RDC (NAVARRO-VAZQUEZ, 2012). A qualidade do
ajuste foi expressa em termos do fator Q (CORNILESCU; BAX, 2000). Um fator Q de 0,093
foi obtido para a configuracao correta de brucina, enquanto a segunda melhor estrutura obteve
um fator Q de 0,161. Os RDCs experimentais fornecem, portanto, boa discriminacdo entre as

estruturas. Excluimos os RDCs dos grupos metoxi devido a grande sobreposicdo desses sinais
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no espectro e também por uma questdo de simplicidade da analise, uma vez que ndo temos que
considerar entdo a possivel rotacdo ao redor da ligacdo C-O.

Os valores de RCSA foram obtidos comparando simplesmente o desvio quimico nos
espectros de RMN de 3C relaxados e comprimidos ap6s referenciar os dois espectros ao sinal
de 13C do solvente (DMSO-ds). Conforme relatado acima, a compresséo do gel muda o a relagéo
de massa polimero solvente e, portanto, as condi¢es de solvatacdo das moléculas hospede.
Pequenas mudancas nas condi¢cdes de solvatacdo causam mudancas nos deslocamentos
quimicos da ordem dos RCSAs esperados e dificultam, portanto, a medicéo destes.

Esta contribuicdo, que podemos chamar isotropica, pode ser quantificada gracas ao fato
que, no gel no estado relaxado, existe uma camada de solvente que rodeia o polimero, portanto
dois sinais podem ser visualizados no espectro. As pequenas diferencas de deslocamento
quimico Ad;,, entre estes dois meios é causada pela diferenca da solvatacdo molecular causada
pelo polimero. Griesinger e colaboradores (NATH et al., 2016). Consideraram que a mudanca
no deslocamento quimico causada pela expulsdo do solvente apds compressdo do polimero era,
para todos os sinais, uma fracdo cAd;,, fator ¢ pode ser estimado a partir da estrutura molecular
ou, otimizado simultaneamente com os parametros do tensor de alinhamento (HALLWASS et
al., 2018). Este ultimo método foi o empregado neste trabalho. Os valores dos RCSAs e

Adisotrepicos Medidos experimentalmente sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Deslocamento quimico de 3C da brucina, RCSA e Adisotepicos Obtidos
experimentalmente em gel PAN / DMSO-ds.

] indice § (B°C) RCSA RCSA AS AS
Indices (DFT/MSpm) (ppm) (ppb) (HZ) isotrépico isotropico
(ppb) (H2)

1 22 107,0 24,4 2,45 -79,4 -7,98

2 26 145,7 -17,7 -1,78 -82,3 -8,27

3 27 148,3 23,0 2,31 -42,4 -4,26

4 25 100,5 27,3 2,74 -61,5 -6,18

5 19 135,4 -58,6 -5,89 -61,5 -6,18

6 14 124,2 0,00 0,00 -195,8 -1968

7 7 51,3 -9,7 -0,98 -36,1 -3,63

8 8 59,9 -27,7 -2,78 -98,9 -9,94
10 21 168,5 -28,1 -2,82 -27,5 -2,76
11 20 41,6 0,00 0,00 0,00 0,00
12 16 76,8 9,8 0,99 -58,6 -5,89
13 10 47,4 -12,0 -1,21 -83,3 -8,37
14 11 30,8 -13,6 -1,37 -97,1 -9,76
15 12 26,3 -13,6 -1,37 -120,1 -12,07
16 9 59,0 -13,4 -1.35 0,00 0,00

17 13 41,9 -10,8 -1,09 -126,8 -12,75
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18 15 49,7 -15,9 -1,60 -53,5 -5,38
20 18 52,1 0,00 0,00 -122,4  -12,30
21 14 124,2 0,00 0,00 -195,8 -19,68
22 23 126,3 70,8 7,08 288,3 28,8
23 24 63,3 -28,1 -2,81 -51,9 -5,19
OMe-C2 OMe-C26 56,0 -20,0 -2,01 -50,3 -5,06
OMe-C3 OMe-C27 55,6 -33,7 -3,39 -33,0 -3,32

Fonte: A autora (2019).

Na Figura 25 o ajuste SVD dos dados RCSA proporcionou um baixo fator Q = 0,125
para a estrutura correta, bem como boa discriminacdo entre estereoisdmeros com um Q = 0,216
para a segunda melhor estrutura. No entanto, neste caso, a combinagédo de RDCs e RCSAs néo
melhorou a discriminacéo e o fator Q aumentou para 0,196, enquanto novamente uma segunda

melhor pontuacédo de 0,217 foi obtida.
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Figura 25 - Fatores Q para as treze configuragdes geradas da brucina, aplicando trés
procedimentos diferentes: usando apenas dados de RDCs, usando apenas dados de RCSAs e
combinando dados de RDCs e RCSAs.
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Fonte: A autora (2019).

3.2 GEIS DE N-VINIL-2-PIRROLIDONA/ACRILONITRILA

Inicialmente foram feitos géis apenas de N-vinil-2-pirrolidona que seria um meio de
alinhamento compativel com CDCI3, porém o gel ficou bastante grudado no tubo de RMN e
ndo conseguimos de nenhuma forma retiré-lo do tubo.

Na tentativa de melhorar os géis de N-vinil-2-pirrolidona pensamos em copolimerizar

com acrilonitrila a fim de reduzir a cristalinidade do polimero e produzir um gel menos fragil.
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Preparamos os géis copoliméricos com uma fracdo molar de 0,37% de N-vinil-2-pirrolidona e
0,15% de acrilonitrila seguindo a metodologia citada no procedimento experimental
conseguimos géis com aparéncia fisica homogénea.

Assim como nos geéis de poliacrilonitrila, os géis copoliméricos de N-vinil-2-
pirrolidona/acrilonitrila foram lavados e intumescidos em um tubo de RMN de 5 mm, seguido
pela adicdo de uma solucdo de 20 mg de brucina em 500 uL. de DMSO-ds. O gel foi deixado
para intumescer durante 24 horas antes da medi¢do, a fim de atingir um bom grau de
homogeneidade fisica.

Para confirmar que houve variagdo no grau de alinhamento, foram realizados
experimentos de RMN de 2H como mostrado na Figura 26.

A Figura 26 mostra os espectros de ?H medidos em duas condi¢bes de alinhamento
diferentes: A compressio foi feita usando o dispositivo comercial NewEra™. No espectro 2H
do gel relaxado, dois sinais sdo observados. O pico menos intenso corresponde a uma camada
isotropica de solvente em torno do gel, enquanto o mais intenso corresponde ao CDClIs dentro
do polimero (HELLEMANN et al., 2016). Quando o gel ¢é totalmente comprimido, o sinal
CDCls se divide bem em um dupleto de 31,48 Hz. O solvente isotropico ainda é visto nesse
grau de compressdo. Nesta condicdo, o sinal isotrdpico ndo se encontra sobreposto aos

anisotropicos (Figura 26, b).
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Figura 26 - Espectro de RMN de ?H em CDCls: a) com o gel NVP/AN relaxado; b) com o gel

NVP/AN comprimido.
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Fonte: A autora (2019).

Na Figura 27 é mostrado o espectro de RMN de *H da brucina. Com base nos resultados

obtidos é possivel realizar a comparagdo com a brucina no gel relaxado e comprimido.
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Figura 27 - Espectro de RMN de *H da brucina em CDCls.
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Fonte: A autora (2019).

Na Figura 28 é possivel observar apenas dois sinais da brucina correspondente aos
hidrogénios entre as regides de 8,0 a 7,0 ppm (no circulo vermelho). Observam-se os sinais de
RMN de *H referentes a presenca da solugdo dentro do gel (anisotrépico) e fora do gel

(isotropico).

Figura 28 - Espectro de RMN de *H da brucina no gel relaxado de NVP/AN em CDCls.
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Fonte: A autora (2019).

Os demais sinais espectrais estao totalmente sobrepostos impedindo a distingdo entre 0s
sinais da brucina e do gel. Isso se torna ainda mais evidente quando o gel é comprimido, assim

como demonstra a Figura 29.
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H da brucina no gel comprimido de NVP/AN em CDCls.
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Fonte: A autora (2019).

Nos espectros de RMN de HSQC acoplado em F1, mostrados nas Figuras 30 e 31 é
possivel observar apenas alguns sinais da brucina. Isso j& era esperado levando em consideracao
os resultados obtidos nos espectros de *H. Acreditamos que o gel de NVP/AN n&o foi uma boa
escolha. Devido a falta de informac@es nos espectros ndo conseguimos medir nenhum valor de
RDC. Porém, o uso de copolimerizacdo apresenta-se como uma técnica promissoria para a

preparacdo de géis poliméricos menos frageis e outras combinacdes serdo investigadas.
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Figura 30 - Espectro de RMN de HSQC acoplado em F1 da brucina no gel relaxado de
NVP/AN em CDClz.

=
10
- - tis
20
25
= 30
- L35
- s
- L4ao
—T e T E_
P S — - 45 2
s NS sl =z
L R — ;0 -
P - — ss
-- A
- 60
- e
) L 65
—_— 70
—_ L7s
- L 80
L85
46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 2.6 24 22 20 18 1.6 1.4 12 1.0
2 (ppm)

Fonte: A autora (2019).

Figura 31 - Espectro de RMN de HSQC acoplado em F1 da brucina no gel comprimido de
NVP/AN em CDCls.
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Fonte: A autora (2019).



60

3.3 GEIS AUTORRETICULADOS DE N, N-DIMETILACRILAMIDA

Levando em consideracdo 0s géis autorreticulados desenvolvidos por Cipriano e
colaboradores (CIPRIANO et al., 2014) tentamos explorar as propriedades desses géis nos géis
produzidos por n6s. Porém os géis se apresentaram frageis e esfarelando ao comprimir.

Inicialmente foram feitos testes quanto ao intumescimento do gel em alguns solventes e
notamos que os geis cresceram o dobro em cloroférmio, metanol e agua.

Para avaliar o grau de alinhamento do gel foi realizado o experimento de 2H, como
mostrado na Figura 32. Podemos observar um Gnico sinal de 2H para D,O no gel relaxado, isso
indica que ndo esta havendo a formac&o de fase anisotropica no meio. Ao tentarmos comprimir
0 gel no tubo, como realizado nos experimentos para o gel de PAN, o mesmo quebrou-se,

impossibilitando que fossem realizados os espectros para o gel comprimido.

Figura 32 - Espectro de 2H-NMR do gel de DMMA intumescido em D,O.
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Fonte: A autora (2019).

Resolvemos selecionar um novo solvente para avaliar o comportamento do gel, optamos
por usar 0 metanol deuterado CD30OD, levando em consideragdo a pequena quantidade de
trabalhos publicados na literatura. Na Figura 33 ndo houve separacdo dos picos para o sinal de
CD3 ou OD na molécula de metanol no gel relaxado na tentativa de comprimir o gel, ele
novamente quebrou impossibilitando que fossem realizados os espectros para o gel
comprimido. Fizemos varios testes com o gel de DMMA/ H,O e DMMA/MeOH com os géis
esticados, mas n&o apresentaram o desdobramento do sinal no espectro de 2H. Os géis obtidos

tém um diametro de aproximadamente 3 mm, eles apresentam esta medida devido ao tubo que
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é utilizado para a polimerizacdo. Para a realizacdo dos experimentos de RMN eles foram

inseridos em tubos de 5 mm, atingindo aproximadamente 5 cm.

Figura 33 - Espectro de 2H-NMR do gel de DMMA intumescido em CD3OD.

50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05 -10 -15 -2.0 -2.5 -3.0 -35 -4.0 -45
f1 (ppm)

Fonte: A autora (2019).
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram preparados diferentes géis e testados com moléculas teste, a-
santonina e brucina. O gel de PAN quimicamente reticulado mostrou-se um meio de
alinhamento muito util para a extracdo de RDCs e RCSAs em DMSO-de. Isso foi observado
através dos resultados do fator de qualidade obtidos para as moléculas teste, onde a
configuracdo correta para a o-santonina e para a brucina apresentaram fator de qualidade de
0,026 e 0,093, respectivamente, usando apenas os dados de RDC. E usando os valores de
Quando comparado com outros géis, o gel pode ser facilmente preparado usando reagentes
comuns e baratos, fornece um bom grau de alinhamento para compostos com massa molecular
de droga tipica e espectros de HSQC muito limpos devido a falta de prétons na cadeia lateral
de mondmero.

O gel de N-vinil-2-pirrolidona/acrilonitrila embora tenha apresentado um bom splitting
de deutério tem um sinal residual do polimero excessivamente intenso o que impede 0 seu uso
como meio de alinhamento.

O gel de autorreticulacdo de DMMA é necessario otimizar a sintese ou até mesmo mudar
o didmetro do recipiente usado para polimerizacéo para que ao colocar em um tubo de RMN de
5 mm de didmetro o gel ndo toque completamente as paredes do tubo e possa realizar a

compressdo do gel.
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