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RESUMO

Trés polimeros reticulados foram preparados neste trabalho, a saber, poly-N,N-
dimetilacrilamida/acrilonitrila (p-DMA/AN), poly (acrilonitrila/acido 2-acrilamida-2-metil-
1-propano sulfénico) (p-AN/AMPS) e poliestireno (PS) por meio de sintese radicalar.
Estes polimeros foram intumescidos em uma variedade de solventes fornecendo
diferentes géis poliméricos. Todos eles puderam ser comprimidos mecanicamente, de
forma reversivel, gerando a anisotropia necesséria para serem empregados como
meios de alinhamento de RMN para a medi¢cao de parametros anisotrépicos de RMN,
como os acoplamentos dipolares residuais (RDCs) ou as anisotropias do
deslocamento quimico residual (RCSAs), parametros que foram posteriormente
aplicados para fins de elucidacéo estrutural de pequenas moléculas. O copolimero p-
DMA/AN pode ser intumescido nos solventes organicos polares acetonitrila-ds e
metanol-d4, enquanto o copolimero iénico p-AN/AMPS foi compativel com D20. Por
outro lado, o polimero PS pdde ser intumescido em tolueno, dioxano, tetrahidrofurano
e cloroformio. A avaliacao inicial do comportamento de RMN desses géis realizou-se
através da medicao da divisdo quadrupolar dos solvente deuterados em experimentos
de RMN de ?H ap6s compressdo mecanica. O comportamento de todos esses géis
como meio de alinhamento de RMN foi estudado em diferentes moléculas orgéanicas.
Os géis de p-DMA/AN foram testados nos produtos naturais a-santonina e brucina,
enquanto foram empregadas as moléculas de sacarose, 5-norbornen-2-ol,
azidotimidina (AZT) e cefuroxima para os géis de p-AN/AMPS. Finalmente, o gel de
PS foi testado usando a molécula de brucina. RDCs de 'H-13C e RCSAs de 3C para
todas essas moléculas foram extraidos com a ajuda de experimentos *H-13C HSQC
bidimensionais e experimentos unidimensionais {*H}-'3C, respectivamente. Esses
dados foram ajustados a modelos moleculares tridimensionais usando o método de
decomposicéo de valor singular e a qualidade do ajuste foi expressa em termos do
desvio quadratico médio escalado Q. O gel p-DMA/AN apresentou para as moléculas
de a-santonina e brucina em acetonitrila-ds valores de RDCs de -14,4 a 5,4 Hz
(Q=0,011) e -9,9 a 23,0 Hz (Q=0,047), respectivamente. Em metanol-ds, a brucina
forneceu RDCs em uma faixa de -15,1 a 15,9 Hz (Q=0,069). O gel p-AN/AMPS
apresentou valores de RDC na faixa de -8,0 a 11,0 Hz obtidos para sacarose,
correspondendo a um fator Q de 0,016 para o melhor modelo conformacional,
enguanto para 5-norbornel-2-ol foram obtidos RDCs entre -14,7 a 30,9 Hz (Q=0,069).



Por fim, o gel de poliestireno obtido a partir do intumescimento em tolueno-ds forneceu
valores de RDC e RCSA para a molécula de brucina nas faixas de -13,0 a 8,0 Hz e
0,057 a 0,120 ppm, respectivamente. O ajuste desses valores de RDCs e RCSAs

forneceu fatores Q de 0,052 e 0,076, respectivamente.

Palavras-chave: géis poliméricos; RDC; RCSA, determinacao estrutural.



ABSTRACT

Three new cross-linked polymers were developed in this work, namely poly (N,N-
dimethylacrylamide/acrylonitrile) (p-DMA/AN), poly (acrylonitrile/2-acrylamide-2-
methyl-1-propane sulfonic acid) (AN/AMPS) and polystyrene (PS) through free radical
synthesis. These polymers were swollen in a variety of solvents providing different
polymer gels. They could be mechanically compressed, in a reversible way, generating
the necessary anisotropy to be employed as NMR aligning media for the measurement
of NMR anisotropic parameters, such as residual dipolar coupling (RDCs) or residual
chemical shift anisotropy (RCSAs), parameters which were later applied for small-
molecule structural elucidation purposes. The p-DMA/AN copolymer could be
efficiently swollen in the acetonitrile-ds and methanol-d4 polar organic solvents while
the AN/AMPS ionic copolymer was compatible with D20. In the other hand, the PS
polymer could be swollen in toluene, dioxane, tetrahydrofuran and chloroform. Initial
evaluation of the NMR behavior of these gels could be ascertained through
measurement of deuterated solvent quadrupolar splittings in 2H NMR experiments
upon mechanical compression. DMA/AN gels were tested on a-santonin and brucine
natural products, while AN/AMPS gels were tested on the sucrose, 5-norbornen-2-ol,
azidothymidine (AZT) and cefuroxime molecules. Finally, the PS gel was tested using
the brucine molecule. *H-13C RDCs and **C-RCSAs for all these molecules were
extracted with the help of two-dimensional *H-13C HSQC experiments and {*H}-*3C
one-dimensional experiments respectively. These data were fitted to three-
dimensional molecular models using the singular value decomposition method and the
quality of the fitting was expressed in terms of the so-called quality factor Q (a scaled
RMSD). The p-DMA/AN gel showed good performance for the measurement of RDCs
in acetonitrile-ds and methanol-d4. For the a-santonin and brucine molecules in
acetonitrile-ds RDCs were measured in a range of -14.4 to 5.4 Hz (Q=0.011) and -9.9
to 23.0 Hz (Q=0.047). Utilizing methanol-d4 brucine furnished RDCs in a range of -
15.1to 15.9 Hz (Q=0.069), respectively. In all cases the correct diastereoisomer could
be discriminated from the corresponding diastereisomer pools. However, both in
acetonitrile-dz methanol-ds, due to the peaks being very broad the extracted 3C
RCSAs were far from having enough accuracy enough as to be applied to the
discrimination of diastereoisomers. The p-DMA/AN gel presented RDC values of -14.4

to 5.4 Hz (Q=0.011) and -9.9 to 23.0 Hz for the a-santonin and brucine molecules in



acetonitrile-d3 (Q=0.047), respectively. In methanol-d4, brucine provided RDCs in a
range of -15.1 to 15.9 Hz (Q=0.069). The p-AN/AMPS gel presented RDC values in
the range of -8.0 to 11.0 Hz obtained for sucrose, corresponding to a Q factor of 0.016
for the best conformational model, while for 5-norbornel-2-ol they were RDCs were
obtained between -14.7 to 30.9 Hz (Q=0.069). Finally, the polystyrene gel obtained
from swelling in toluene-d8 provided RDC and RCSA values for the brucine molecule
in the ranges of -13.0 to 8.0 Hz and 0.057 to 0.120 ppm, respectively. Adjustment of
these RDCs and RCSAs values provided Q factors of 0.052 and 0.076, respectively.

Keywords: polymeric gels; RDC; RCSA,; structural determination.
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1 INTRODUCAO

Desde as suas primeiras aplicacGes até os dias atuais, 0s geéis poliméricos
despertam o0 interesse de cientistas de diferentes areas de pesquisa
(BHATTACHARYA & SHUNMUGAM, 2020; BRAHIM et. al, 2022; FLORY, 1953; HAN
et al., 2013). Entre as diversas areas, uma que tem ganhado destaque nas ultimas
duas décadas é o0 uso destes géis como meios de alinhamento, com aplicagdo em
ressonancia magnética nuclear (RMN) (LIU et al.,, 2019). As possibilidades de
utilizacao de géis poliméricos nessa area concentram-se na ampla disponibilidade de
diversos monémeros, 0s quais apresentam propriedades variadas e, portanto, podem
ser usados, de forma individual ou combinada, na sintese de géis com propriedades
desejadas.

A determinacédo da estrutura de moléculas orgéanicas utilizando a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) €& com certeza a técnica mais importante para a
determinacao estrutural em quimica organica, tanto na area de sintese, quanto na
area de produtos naturais. Contudo, novos desafios em elucidacao estrutural levaram
a importantes aprimoramentos e surgimento de novas técnicas em RMN, como
ilustrado em diversos casos em que 0s métodos convencionais de analises ndo foram
suficientes para elucidar com clareza a estrutura de compostos organicos complexos
(LIU et al., 2017; MILANOWSKI et al., 2018; NDUKWE et al., 2020). Métodos de
determinacdo estrutural, como o uso de técnicas computacionais envolvendo a
predicdo quantitativa de deslocamentos quimicos e acoplamentos escalares com
métodos baseados na teoria do funcional da densidade (DFT) e a RMN de meios
orientados, ou alinhados, sdo exemplos de metodologias que complementam as
técnicas tradicionais de RMN disponiveis.

Existem diversos protocolos para o emprego da predicdo quantitativa de
deslocamentos quimicos, e acoplamentos escalares em problemas de elucidacéo
estrutural (GRIMBLAT et al.,, 2015; KUTATELADZE & MUKHINA et al., 2014
LODEWYK et al., 2012; NAVARRO-VAZQUEZ et al., 2018). Protocolos que podem
ser aplicados ndo sO a problemas de constituicdo quimica, ou seja, a elucidagdo do
grafo molecular (representacdo molecular), mas também a determinacdo da

configuracdo estereoquimica relativa.
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A técnica de RMN em meios de alinhamento, ou orientados baseia-se no
alinhamento da molécula a partir da geracao de um pequeno grau de anisotropia nos
graus de liberdade da rotacdo molecular que permite recuperar uma fracdo dos
parametros anisotropicos, como o0s acoplamentos dipolares residuais (RDCs),
anisotropias dos deslocamentos quimicos residuais (RCSAs) ou os acoplamentos
guadrupolares residuais (RQCs). Nas condi¢des de alinhamento, a parte anisotropica
€ recuperada parcialmente e assim, é possivel obter informacfes estruturais. Os
parametros mais empregados sao, sem duvida, os RDCs. Estes fornecem informacéo
acerca dos angulos relativos dos vetores internucleares, independentemente da
distancia entre eles. Esta informacao pode ser facilmente usada para estabelecer a
configuracdo relativa das moléculas, mesmo daquelas com varios estereocentros
(MANGONI et al., 2003; MA et al., 2020; YAN et al., 2004).

Um dos principais problemas no desenvolvimento da area de RMN de meios
orientados é, sobretudo, produzir meios de alinhamento que sejam compativeis com
0os solventes deuterados comuns, de facil emprego, fisicamente homogéneos, e
fornecam parametros anisotrépicos (RDCs e RCSAs) na faixa de valores desejada.

Mesmo com uma generosa quantidade de meios de alinhamento (LI et al.,
2018; LIU et al., 2019), é importante ter tantos meios de alinhamento disponiveis
guanto possivel, compativeis com um determinado solvente, garantindo a
compatibilidade quimica com o maior nimero possivel de analitos envolvendo
diferentes funcionalidades e tamanhos moleculares.

Este trabalho apresenta trés novos géis poliméricos, que sdo de fato
compativeis com diversos solventes como, 4gua, acetonitrila, metanol e tolueno e
aplicaveis a medicdo de RDCs ou RCSAs. Estes geéis apresentam importantes
vantagens como o seu facil método de sintese e processo de lavagem para retirada
de monbémeros residuais; compressao reversivel para geracdo de anisotropia; e
espectros de RMN sem quase ou nenhum sinal de fundo, tornando tais géis bons
meios de alinhamento para determinacdo da configuracdo estereoquimica e
conformacao de moléculas organicas de origem natural ou sintética e, portanto, com
aplicacdo no meio académico ou industrial, a quimica de produtos naturais, quimica

medicinal ou quimica orgéanica sintética.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 GEIS POLIMERICOS

Os géis poliméricos consistem em cadeias poliméricas, unidas por ligacdes
cruzadas. Quando imersos em solventes, estes géis absorvem o solvente dentro de
sua estrutura tridimensional, e este fica aprisionado na rede polimérica que nao pode
ser dissolvida devido a presenca de ligacdes quimicas que impedem sua dissolucao
(CUSSLER et al., 1993; OSADA et al., 2000; SHIBAYAMA & TANAKA, 1993).

Os géis poliméricos podem ser classificados como quimicos ou fisicos. Os géis
guimicos séo reticulados por meio de ligacGes covalentes, enquanto nos géis fisicos
a rede polimérica é formada por for¢cas fracas como ligacdes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas ou i6nicas ou a combinacao delas (BOHIDAR et al., 2003; OSADA et al.,
2000; ROGOVINA et al., 2008).

O processo de formacéao das ligagdes cruzadas ou reticulacdo polimérica pode
ser realizado por irradiacdo ou por reacdo quimica. A reacao de reticulagdo por
irradiacéo usa feixes de elétrons, raios gama, raios-X ou raios ultravioletas para excitar
os elétrons das ligagdes quimicas dos reagentes formando radicais livres que reagem
para formar uma estrutura reticulada. No caso da reticulacdo mediante reacdes
guimicas, sdo usados agentes quimicos na reticulacdo (RATNER et al., 1996).

A polimerizacdo para a formacdo de géis € frequentemente realizada via
radicais livres através de um processo em cadeia. Este tipo de polimeriza¢do envolve
trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacdo. Estas etapas estdo descritas de
forma geral nas equacgdes 1-3. A reacao de iniciacdo pode ocorrer por decomposicao
térmica ou fotoquimica de um iniciador de radicais, que deve ter uma ligacdo quimica
fragil para se decompor homoliticamente formando dois radicais livres como centros
ativos. Os iniciadores mais utilizados sao peréxidos organicos ou compostos azo,
sendo o0 2,2’-azobis (2-metilpropionitrilo) (AIBN) o iniciador azo mais frequentemente
empregado.

Os radicais livres formados irdo reagir com as moléculas de monémero
presente no meio reacional iniciando a polimerizacdo. A etapa de propagacgdo € a fase
de crescimento da macromolécula, em que as moléculas de mondmero sao
continuamente adicionadas aos radicais livres em crescimento, ou seja, o radical

monomeérico que foi formado na etapa de iniciagcdo reage com as moléculas de
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mondmero fazendo com que o comprimento da cadeia do radical livre aumente. A
etapa de terminacdo ocorre com a interrupcao do crescimento da cadeia através do
desaparecimento do radical livre, que pode acontecer por recombinacdo de dois
radicais ativos (terminacdo por reagfes de combinagdo) formando uma ligagao
covalente simples C-C. A terminacdo pode ocorrer também por reacdes de
desproporcionamento, as quais ocorrem pela transferéncia de um hidrogénio de uma
cadeia em crescimento para o centro ativo de outra, conservando-se a molecularidade
inicial (CANEVAROLO JUNIOR, 2006; SZWARC, 1956; YAMADA & ZETTERLUND,
2002).

Iniciacdo ()
kg .
I — 2R

ki .
R*+M ——RM

Propagacdo (2)
k
RM® + M —2- RMM"®

k
RMM® + M —2— RMMM*

k
RM? , + M —— RM,

Terminagédo  (3)
ktc . ~
RM,! + RM;, — RM,,,,, (por combinacao)

k
RM, + RM,, —, RM,H + RM,,,(—H) (por desproporcionamento)

As equacdes de 1-3 ilustram de forma genérica o0 mecanismo da reacdo de

polimerizacdo via radical livre. Onde I: iniciador; R®: radical livre formado; M:
mondémero; RM °: cadeia polimérica primaria composta de uma unidade monomérica;
RM,; : cadeia polimérica em crescimento; k,: constante da taxa de decomposicéo do
iniciador; k;: constante da taxa de iniciagao; k,: constante da taxa de propagacao; k.:

constante da taxa de terminagdo por combinacdo; k;;: constante da taxa de



24

terminacao por desproporcionamento; RM,, ...,, RM,,H € RM,,,(—H) s&o polimeros cujas
cadeias ja cessaram o seu crescimento (MACHADO, 2012; MANO & MENDES, 2004).

No caso dos polimeros reticulados, que consistem em uma rede tridimensional,
a reticulacdo ocorre quando as cadeias poliméricas lineares ou ramificadas séo
interligadas por ligacfes covalentes. Como mencionado anteriormente, esse processo
pode ocorrer irradiando-se o préprio polimero ou por meio de reacdes quimicas
envolvendo um agente de reticulacdo, o qual € incorporado a cadeia polimérica em
crescimento de forma aleatéria em qualquer uma das extremidades da cadeia. E
importante destacar que na formacéao do polimero via radical livre, a reticulacédo ocorre
nesse mesmo processo. A Figura 1 mostra um exemplo da reacdo da poliacrilonitrila
via radical livre, utilizando o AIBN como iniciador radicalar e o diacrilato de etilenoglicol

como agente de reticulagao.
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Figura 1- Reacéo de polimerizacéo da poliacrilonitrila reticulada.
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Fonte: A autora (2021).

A polimerizacéo radicalar pode ser aplicada a uma vasta gama de monémeros

e permite a utilizacdo de diferentes condicdes de reacdo em massa, emulséo,
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suspensdo ou solugdo, além disso a copolimerizagdo de diferentes monémeros
permite obter uma grande variedade de compostos, permitindo modelar as
propriedades quimicas e fisicas dos polimeros obtidos para inimeras aplicacbes
(MATYJASZEWSKI & DAVIS, 2002).

Na formacé&o da rede polimérica pode ocorrer a estruturacdo homogénea, em
gue as unidades reticuladas sao uniformemente distribuidas, ou heterogénea, em que
as unidades reticuladas séo localmente concentradas acarretando na formacéo de
microgeéis (Figura 2) (OSADA et al., 2000). Normalmente, a formacao de microgéis na
rede acontece no inicio da polimerizagéo via radical livre, quando ocorrem multiplas
reacdes de reticulacdo, formando agregados bastante compactos no estado pré-gel
(LIU, & OPPERMANN, 2006). Dessa forma, a falta de homogeneidade estrutural da
rede polimérica causa fragilidade mecanica nos géis poliméricos e restringe sua
aplicabilidade (PANYUKOV & RABIN, 1996).

Figura 2 - Estrutura da rede de geéis (a) homogéneo e (b) heterogéneo.

¥ » A

Fonte: OSADA (p. 8, 2000).

Uma das propriedades importantes dos géis é a sua capacidade de
intumescimento na presenca de determinados solventes que podem penetrar na
matriz do gel dando lugar a interacdo gel-solvente (BOHIDAR et al., 2003). O grau de
intumescimento esta relacionado ndo s6 a natureza do gel, mas também a densidade
de ligacbes cruzadas na rede polimérica desempenhando grande influéncia sobre o
comportamento fisico do gel. De forma geral, quanto menor o grau de reticulacéo,
maior sera o intumescimento do gel (AKCELRUD, 2007; FLORY & REHNER, 1943).

Existem diversas aplicacbes de géis poliméricos, em diferentes areas de
pesquisas como dispositivos para liberacdo controlada de farmacos, sensores

biolégicos, na purificacdo de agua residual etc. (ABDEL-AAL et al., 2006); HOU et al.,
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2019; MAHDAVINIA et al., 2004; TAVAKOLI & TANG, 2017; WU et al., 2005). A
aplicacdo desses geéis é diretamente dependente de suas propriedades, ou seja,
depende da estrutura da rede polimérica que compde o gel e a interacdo da rede e 0
solvente. Nos ultimos anos os géis poliméricos tornaram-se um material importante
para espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em meios orientados,
gue fornece parametros anisotropicos aplicados a diversos problemas estruturais em

moléculas organicas (LIU et al., 2019).

2.2 O PROBLEMA DA DETERMINACAO ESTRUTURAL

A determinacdo da estrutura correta de moléculas organicas é um campo
cientifico sempre em desenvolvimento, visto que, constantemente surgem novas
estruturas moleculares desafiadoras, como resultado de sintese quimica ou
isolamento de fontes naturais. A pesquisa farmacéutica, por exemplo, depende
criteriosamente de uma elucidacao estrutural correta envolvendo nao so a constituicdo
molecular, mas também a configuragcdo estereoquimica e até a conformacéo
molecular para um estudo efetivo das relacdes estrutura-atividade (LIU et al., 2017;
LIU et al., 2019).

Uma técnica padrdo para determinacdo de compostos cristalinos é a
cristalografia de raios-X, mas frequentemente ndo é possivel obter a amostra na forma
de cristal e, nesses casos, a RMN é o método de escolha a determinagao da estrutura
molecular (BRETON & REYNOLDS, 2013; BURNS & REYNOLDS, 2019). Entretanto,
em certas circunstancias ndo € possivel determinar ou verificar a estrutura molecular
com total certeza, particularmente quanto a estereoquimica molecular, uma vez que,
0s parametros comuns como deslocamento quimico (6), acoplamento escalar (J)
(COXON, 2009) ou efeito nuclear Overhauser (NOE) (GARCIA et al., 2009; GIL et al.,
2008; NEUHAUS, 2011) podem nao ser suficientes para a resolugdo do problema.

Deve ser destacado que uma atribuicéo estrutural incorreta pode ser causada,
por uma interpretacédo incorreta dos dados disponiveis ou por um namero insuficiente
de dados para tratar os aspectos estruturais especificos da molécula sob estudo
(BURNS & REYNOLDS, 2019; NICOLAU & SNYDER, 2005).

Com o propésito de complementar as técnicas tradicionais de RMN duas
ferramentas tornaram-se recentemente disponiveis, a primeira é a predicdo

guantitativa de deslocamentos quimicos e acoplamentos escalares mediante técnicas
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DFT (NAVARRO-VAZQUEZ, 2020; WILLOUGHBY et al., 2014). A segunda é a RMN
em meios orientados, ou alinhados, que serd ilustrada a seguir por meio de alguns
exemplos escolhidos da literatura recente. S8o estes 0s compostos aquatdlido,
vatiparol, caulamidina A e caulamidina B (Figura 3). Nestes exemplos
demonstraremos a importancia dos parametros  anisotropicos de RMN, obtidos
mediante o uso da RMN de meios orientados, a saber: acoplamento dipolar residual
(RDC) e anisotropia do deslocamento quimico residual (RCSA). A partir desses
parametros foi possivel estabelecer a constituicdo e configuracdo desses compostos
gue foram essenciais para o desenvolvimento e comprovacdo do método nos ultimos

anos.

Figura 3 - Produtos naturais cuja estrutura foi atribuida por meio de RDCs e RCSAs.

Aquatdlido

Vatiparol

Caulamidinas A (1) e B (2)

Fonte: (GE et al., 2012; LIU et al., 2017; MILANOWSKI et al., 2018).

O aquatdlido é uma lactona sesquiterpénica, isolada de asteriscus aquaticus
por San Feliciano (SAN FELICIANO et al., 1989). Os autores propuseram, baseando-
se nos dados de RMN mono e bidimensionais a estrutura (1) (Figura 4). Mais tarde a

Tantillo e colaboradores isolaram novamente o produto. A nova analise dos dados de



29

RMM, complementada por predicbes mecano-quanticas de varias constantes de
acoplamento, conduziu a estrutura revisada (2), finalmente verificada mediante
cristalografia de raios-X, que permitiu também a determinacdo da configuracéo
absoluta (LODEWYK et al., 2012) (Figura 4). A andlise CASE (computer assisted
structural elucidation) de Buevich e Elyashberg (2) das correlagbes de RMN
reportadas mostrou que além da estrutura (2) as estruturas (3) e (4) eram também
compativeis com os dados experimentais (Figura 4). Porém as estruturas podiam ser
discernidas mediante predicdes DFT dos deslocamentos de **C. (BUEVICH
& ELYASHBERG, 2016). Recentemente, Liu e colaboradores realizaram medidas de
RDCs e RCSAs dessa estrutura (LIU, et al., 2017), e demonstraram que as diferentes
possibilidades estruturais fornecidas pelo método CASE podiam ser diferenciadas

usando os RDCs e RCSAs obtidos experimentalmente.

Figura 4 - Diferentes propostas estruturais para o aquatélido

Fonte: (LIU et al., 2017).

O uso desses parametros anisotropicos foi essencial para a determinacédo da
configuragéo relativa e absoluta de trés novos produtos naturais com algumas
particularidades, vatiparol, caulamidina A e caulamidina B (Figura 3). No caso do

vatiparol, foram empregadas técnicas cromatograficas, analises de RMN
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convencional e medicdo de dados anisotropicos (RDCs) utilizando um gel de
acrilamida dentro de um tubo de RMN de 1,7 mm, além de abordagens
computacionais. Como no isolamento de produtos naturais € comum obter o produto
final em quantidades muito pequenas, 0s autores possuiam apenas 1 mg do vatiparol.
Uma vez determinada a configuragao relativa, a configuragéo absoluta foi determinada
mediante experimentos de dicroismo circular eletrénico (ECD) em combinacdo com
predicdes de DFT. Esse trabalho mostra que € possivel o emprego da RMN de meios
orientados em conjunto com outras técnicas para a determinacdo da estrutura e
configuracdo esteroquimica de produtos naturais, de novo, na presenca de
guantidades limitadas da molécula sob estudo, e, em combinacéo (GE et al., 2012).

As caulamidinas A e B foram isoladas em 2000 em estudos de extratos do
briozoario Caulibugula intermis. Os autores utilizaram técnicas espectroscopicas para
caracterizar os dois compostos e propuseram a estrutura representada na Figura 3
para a caulamidina A, porém sem prova clara de corresponder a estrutura correta,
além disso nao foi possivel atribuir a estrutura da caulamidina B. Para a determinacéo
da estrutura das caulamidinas foram utilizadas técnicas convencionais e parametros
anisotrépicos de RMN (RDCs e RCSAs) combinadas com analise CASE e estudos
computacionais de DFT. O emprego dessas técnicas foram fundamentais para a
determinacao final da estrutura dos dois compostos (MILANOWSKI et al., 2004;
MILANOWSKI et al., 2018).

Em resumo, as aplicagbes combinadas de RMN de meios orientados e técnicas
computacionais fornecem informacfes que podem ajudar a resolver problemas
estruturais desafiadores, como os citados anteriormente, reduzindo erros e evitando

0 aumento de estruturas incorretas.

2.3 MEIOS DE ALINHAMENTO FRACO

A RMN de meios parcialmente alinhados tem a sua origem no trabalho de Alfred
Saupe nos anos sessenta (SAUPE & ENGLERT, 1963) usando cristais liquidos
termotrépicos como meios de alinhamento, mas apenas nas Ultimas duas décadas
essa técnica tornou-se aplicavel a problemas praticos de determinacdo estrutural
alicercada no desenvolvimento dos chamados meios de alinhamento fraco. Com os
meios de alinhamento fraco é possivel obter graus de alinhamento pequenos (graus

de ordem na faixa de 102 a 10%) e consequentemente espectros muito mais simples,
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onde os acoplamentos dipolares tém magnitudes proximas aos dos correspondentes
acoplamentos escalares (LUY & KESSLER, 2008; SCHMIDTS, 2017).

Atualmente, existem dois tipos de meios de alinhamento para o estudo de
parametros anisotrépicos em RMN, os géis poliméricos, comprimidos ou alongados,
e os cristais liquidos liotropicos. Devido a grande anisotropia de susceptibilidade
magnética dos cristais liquidos liotrépicos, sob determinadas condicbes de
temperatura e concentracao eles se alinham na presenca de um campo magnético
externo suficientemente intenso. Neste sistema o alinhamento € parcialmente
transmitido ao solvente e as moléculas em solugdo, o que torna possivel a medicao
dos parametros anisotropicos. Por outro lado, nos géis poliméricos a anisotropia é
gerada através da deformacéo mecanica do gel (DELOCHE & SAMULSKI, 1981; LIU
et al, 2019; SASS et al.,, 2000; TYCKO et al.,, 2000). Estudaremos a seguir as
caracteristicas principais destes dois tipos de meios de alinhamento.

2.3.1 Meios de alinhamento baseados em cristais liquidos liotrépicos

A maior parte dos cristais liquidos liotropicos usados como meio de alinhamento
em RMN para moléculas pequenas em solventes organicos sdo baseados no uso de
polimeros rigidos helicoidais. Os mais comuns sao os homopolipeptideos como o poli-
y-(benzil-L-glutamato) (PBLG) (CANET et al., 1995; LESOT et al., 1995; LESOT et
al.,1996; SARFATI et al., 2000), o poli-y-(etil-L-glutamato) (PELG) (AROULANDA et
al., 2001; THIELE, 2004) e a poli-e-(carboxibenzil-L-lisina) (PCBLL) (AROULANDA et
al., 2001) compativeis com cloroférmio. Ap6s o seu emprego inicial, principalmente na
medicdo de acoplamentos quadrupolares residuais (RQCs) (CZARNIECKA &
SAMULSKI, 1981) o PBLG e PELG, foram empregados com sucesso na medi¢cédo de
RDCs e RCSAs aplicados a elucidagéo estrutural de pequenas moléculas (IKENNA et
al.,, 2019; MARX & THIELE, 2009; SANCHEZ-PEDREGAL et al., 2009; THIELE &
BERGER, 2003; VERDIER et al., 2003).

Outros polimeros helicoidais aplicados a medicdo de RDCs séo poliacetilenos
derivados de valina desenvolvidos recentemente pelo grupo de Reggelin (LESOT et
al.,, 2019; MEYER et al.,, 2012). Este tipo de material apresenta menor grau de
alinhamento e, consequentemente, melhor resolucdo espectral (KRUPP &
REGGELIN, 2012; KRUPP et al.,, 2020; LESOT et al.,, 2019). Poliguanidinas

helicoidais compativeis com CDCls também foram utilizadas como meio de
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alinhamento, mas apresentam um elevado grau de ordem (ARNOLD et al., 2010). O
grau de orientagdo em alguns desses meios pode atingir valores de 102 o que pode
dificultar a extracdo dos RDCs (LIU et al., 2018). Porém esta mesma propriedade torna
os cristais liquidos liotrépicos, baseados em polimeros helicoidais, meios
interessantes para a extracdo de RCSAs como foi mostrado por Wiliamson e
colaboradores em seus trabalhos com PBLG compativel com CDCls (LIU et al., 2018a;
RECCHIA et al., 2020).

Nos ultimos anos outros cristais liquidos liotropicos foram desenvolvidos como
€ 0 caso dos cristais liquidos baseados em 6xido de grafeno compativeis com DMSO
(FRANCA et al., 2016; LEI et al, 2014; ZONG et al, 2016). Em 2017, Lei e
colaboradores produziram o primeiro cristal liquido compativel com metanol a partir
de nanotubos de oligopeptideos automontados (LEI et al, 2017). Nanocristais de
celulose também foram empregados como meio orientador para medir RDCs de
pequenas moléculas organicas em DMSO (MA et al, 2020). Recentemente, 0 N0Sso
grupo de pesquisa desenvolveu um cristal liquido baseado numa bisperilenimida
mesogénica que permite a extracdo de RDCs em solugcdo aquosa a partir de um unico
experimento de HSQC acoplado a F1, minimizando dessa forma o tempo de anélises
(SILVA et al.,, 2020). Outras fases estudadas no nosso laboratério sdo aquelas
formadas pelo cromoglicato de sodio (TROCHE-PESQUEIRA et al.,, 2014) e o
mesogeno discotico trifenilénico TP6EO2M (SOUSA, 2019). Em 2020, Lei e
colaboradores utilizaram oligopeptideos anfifilicos automontados, compativel com
diferentes solventes polares, como CD3:0D, DMSO-ds e D20 (LEI et al., 2020). Outros
cristais liqguidos compativeis com D20 séo baseados em 1,3,5-benzenotricarboxamida
(BTA) desenvolvidos pelo grupo de Thiele (KNOLL et al., 2022), cristais liquidos de
Mxenos TisC2Tx (LEI et al., 2022) e um oligopeptideo natural derivado de aminoacidos
(FK)2 que também é compativel com CD3OD (YU et al., 2022).

Apesar da quantidade de cristais liquidos disponiveis atualmente é necessario
gue outros meios sejam planejados e produzidos visando sanar algumas dificuldades,
como a sintese desses materiais que, na maioria das vezes, nao € de facil execucao,

0 que compromete a sua aplicagao rotineira.
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2.3.2 Meios de alinhamento baseados em géis poliméricos

Deloche e Samulski mostraram em seu trabalho pioneiro em 1981 que era
possivel a medicdo de parametros anisotropicos utilizando géis poliméricos
deformados mecanicamente. Eles estudaram a elasticidade do polimero sintético
poliisopreno medindo o acoplamento quadrupolar de deutério dos solventes CeDs €
CDCIs em funcéo do alongamento do gel (DELOCHE; SAMULSKI, 1981).

A geracdo de anisotropia mediante a deformacdo de géis reticulados é
conhecida como alinhamento induzido por deformacé&o em um gel (SAG) (do inglés
strain-induced alignment in a gel) (DELOCHE; SAMULSKI, 1981). Na aplicacdo mais
simples deste conceito 0s géis poliméricos sao reticulados dentro de tubos de RMN,
geralmente com diametros de 5 mm. Em outras abordagens sao utilizados tubos de
RMN de 3 mm na formacéo do gel (LIU et al.,2019) ou até 1.7 mm (GE et al., 2012;
NATH et al., 2020).

Em metodologias mais elaboradas que apresentaremos nesta secao é possivel
controlar o grau de deformacdo e, portanto, alinhamento, mediante o uso de
dispositivos especificos de estiramento ou compressao. Note-se que o grau intrinseco
de orientagcdo depende, por sua vez, da natureza e grau de reticulagdo do gel
(KUMMERLOWE et al, 2007; LIU et al, 2019; LUY et al, 2004; THIELE, 2008).

A partir do trabalho de Deloche, em 2000 dois grupos de pesquisadores
independentes desenvolveram géis de poliacrilamida que podiam ser intumescidos e
alongados mecanicamente gerando a anisotropia necessaria para a medida de RDCs
em proteinas (SASS et al., 2000; TYCKO et al., 2000). O uso dos RDCs permitia a
determinacao da estrutura terciaria de proteinas com maior precisao do que o0 uso de
distancias internucleares, derivadas de experimentos NOESY e acoplamentos
escalares (SASS et al., 2000; TYCKO et al., 2000).

As medidas de RDCs foram facilitadas ainda mais com o desenvolvimento de
dispositivos que complementaram a metodologia SAG, como o dispositivo de
alongamento desenvolvido por Chou e colaboradores, hoje em dia disponivel
comercialmente (ATKINSON et al., 2016; CHOU et al., 2001; (LEE et al., 2020). No
dispositivo de Chou o alongamento do gel na direcao axial € obtido empurrando o gel
intumescido em agua através de um funil em um tubo de RMN com extremidade

aberta e com um diametro interno menor que o diametro do gel (CHOU et al., 2001).
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Com o avango nos estudos, o meétodo SAG, inicialmente aplicado a
biopolimeros, estendeu-se em 2004 com o trabalho de Luy e colaboradores e
abrangeu também a andlise de moléculas pequenas sollveis em solventes organicos.
Em um primeiro trabalho o grupo de Luy expandiu o método SAG para solventes
organicos com o desenvolvimento de um gel de poliestireno (PS) reticulado
guimicamente com divinil benzeno, que era compativel com solventes de baixa
polaridade como cloroformio (CHCIs), diclorometano (DCM), benzeno, tetraidrofurano
(THF) ou dioxano (LUY et al, 2004).

Para eliminar os sinais de poliestireno nos espectros de RMN, que dificulta a
extracdo de RDCs em condi¢cbes de baixa concentracdo de analito, os autores
desenvolveram a versao deuterada deste gel que permite a obtencdo de espectros
sem sinais de base do polimero (KUMMERLOWE et al, 2008). Ap6s o
desenvolvimento dos géis de poliestireno, 0 mesmo grupo de pesquisa desenvolveu
géis de poli (dimetilsiloxano) (PDMS) e poli (acetato de vinila) (PVAC). A reticulacéo
do PDMS se deu através da irradiacdo com raios B através de um acelerador de
elétrons. Este gel intumesceu em DCM, CHCIls, THF, n-hexano e benzeno
(FREUDENBERGER et al., 2004). Por outro lado, os géis de poli (acetato de vinila)
(PVAC) foram reticulados quimicamente e sao aplicados a solventes como metanaol,
acetona, acetonitrila e DMSO (FREUDENBERGER et al., 2005).

A maior parte das primeiras aplicagbes de SAG foram baseadas no auto
alongamento do gel em um tubo de RMN de 5 mm. Conforme o gel absorve o solvente
apos o gel tocar as paredes do tubo o intumescimento acontece apenas na dire¢cédo
axial gerando-se desta forma anisotropia, porém, esse processo é frequentemente
demorado (GIL et al, 2008). Em 2006, Kuchel e colaboradores apresentaram um
dispositivo que facilitava o esticamento dos géis (Figura 5a). O dispositivo € composto
de um tubo de borracha de silicone que hospeda o gel, inserido em um tubo de vidro,
o grau do alinhamento é controlado a partir do estiramento mecéanico da borracha de
silicone. Os autores aplicaram o dispositivo a um gel de gelatina e observaram os
acoplamentos quadrupolares de ?*Na e '%3Cs (KUCHEL et al., 2006). A limitacdo
desse dispositivo é que o tubo de borracha de silicone ndo pode ser utilizado com
solventes como cloroférmio. Em 2008, Luy e colaboradores estenderam a aplicacdo
do aparato de Kuchel para géis de poliacrilamida (PH) em meio aquoso e
poliacrilonitrila (PAN) em DMSO (KUMMERLOWE et al., 2008). O dispositivo de
Kuchel também foi empregado por Griesinger e colaboradores para a medicdo de
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RCSAs usando um gel copolimérico de N,N-dimetilacrilamida e acido (S)-2-acrilamido-
1-propanossulfénico (APS) compativel com DMSO (HALLWASS, et al., 2011).

Figura 5- Dispositivos usados para gerar o estiramento de géis poliméricos (a) dispositivo de Kuchel,
(b) dispositivo de Liu e Prestegard e (c) adaptacéo do dispositivo de Kuchel
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Fonte: a) (KUCHEL et al., 2006); b), (LIU & PRESTEGARD, 2010) e c) (NATH et al., 2016).

Outro tipo de dispositivo € o desenvolvido em 2010 por Liu e Prestegard para a
medicao de RDCs e RCSAs. A Figura 5b apresenta detalhes do dispositivo, o qual é
constituido por um tubo com duas sec¢des que permitem atingir um estado relaxado
(isotrépico) ou esticado (orientado) & mesma amostra de gel. A parte superior e a parte
inferior do dispositivo tém diametros internos diferentes, sendo o diametro da parte
inferior menor para promover o estiramento do gel. Os autores mostraram o0
desempenho do dispositivo utilizando um gel de poliacrilamida estirado em dois
estados que permite a medicdo isotropica e alinhada da proteina no mesmo gel
(LIU & PRESTEGARD, 2010). Usando este método, a composicao do solvente, gel e

analito permanece constante entre os dois estados de alinhamento, evitando, assim,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prestegard%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prestegard%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prestegard%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
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problemas relacionados a mudangcas de deslocamentos quimicos isotrépicos
(LIU & PRESTEGARD, 2010). Mais tarde o dispositivo foi adaptado para a obtencao
de RDCs e RCSAs de pequenas moléculas organicas compativeis com diversos
solvente organicos (Figura 5c) (NATH et al., 2016). A Figura 5¢c mostra o dispositivo
para estiramento de gel, o qual € composto de um tubo de RMN de dois estagios, ou
seja, para medicdo de alinhamento minimo e alinhamento maximo. O gel é estirado
pressionando-o da regido larga do tubo para a parte estreita.

O método baseado na compressao de géis ja havia sido descrito em 2000 para
géis de poliacrilamida compativel com agua (MEIRE et al., 2001; SASS et al., 2000;
SHORTLE & ACKERMAN, 2001). Porém em 2010 Gil e colaboradores aplicaram a
metodologia para géis de polimetimetacrilato (PMMA) através da
compressédo/relaxamento reversivel dos géis em cloroférmio. Esse procedimento
permitiu a medicdo de RDCs, sem a necessidade de preparar uma amostra com
condi¢des isotropicas em outro tubo de RMN (GAYATHRI et al., 2010a). Embora o gel
pode ser comprimido simplesmente usando um émbolo Shigemi (Figura 6a) é possivel
também usar um dispositivo de plastico junto com tubos de RMN de 5 mm
modificados, atualmente comercializado pela empresa New Era™. Este dispositivo

fornece uma regulagéo precisa do grau de alinhamento (Figura 6b).

Figura 6- Dispositivos usados para gerar a compressao de géis poliméricos.

®

Fonte: (a) Embolo Shigemi (GAYATHRI et al., 20104) (b) https://newera-spectro.com/compression-gel-
device.

Utilizando o dispositivo de compresséo (Figura 6b) o gel pode ser comprimido
para gerar qualquer grau de alinhamento entre quase zero e o0 maximo. Quando o

dispositivo é travado em um determinado grau de compresséo, o tubo de RMN é


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prestegard%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20506033
https://newera-spectro.com/compression-gel-device
https://newera-spectro.com/compression-gel-device
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firmemente vedado pela porca e pelo parafuso, permitindo a realizacdo de
experimentos que demandam um tempo maior de aquisicdo. O gel intumescido no
solvente geralmente tem um diametro de aproximadamente 3,6—3,8 mm, e o diametro
interno de um tubo de 5 mm é aproximadamente 4,0—4,2 mm, dessa forma sempre ha
uma camada de solucgéo isotrdpica (solvente e molécula em estudo) presente entre o
gel e a parede do tubo, mesmo quando o gel esta totalmente comprimido ainda
existem bolsas de solucéo isotropica devido a flambagem do gel como ilustrado na
Figura 7 para o gel de poli(metilmetacrilato) (PMMA). A Figura 7 mostra um (a) mapa
de imagem de calor do gel de PMMA e a (b) representacao visual da flambagem do
gel de PMMA mostrando camadas de solventes isotropicos em torno do gel.
(HELLEMANN et al., 2016; LIU et al., 2019).

Figura 7 - Mapa de imagem de calor (a) e a representacao visual de encurvadura no gel de PMMA
mostrando camadas de solvente isotrépico em torno do gel.
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Fonte: Hellemann et al. (2016).

A Figura 8 representa um exemplo de compressao/relaxamento do gel
reversivel de PMMA. Em “A” um pedaco de PMMA reticulado seco é colocado em um
tubo de RMN com CDCls, 0 gel intumesce no solvente, porém sob a restricdo de um
émbolo Shigemi. As “cavidades” do gel tornam-se oblatas, gerando anisotropia e
dessa forma € possivel observar o acoplamento quadrupolar residual do deutério
(AvQ) do solvente CDCIs no espectro de ?H de 53 Hz (B). Quando o émbolo é puxado
para cima a anisotropia da cavidade diminui aos poucos (C) e o gel tem agora um
carater isotropico onde AvQ é zero (D). Portanto, utilizando o dispositivo de

compressado o grau de alinhamento do gel pode ser ajustado movendo o dispositivo



38

para efetuar uma compressao maior ou menor, dessa maneira o AvQ do solvente
depende linearmente desse grau de compressao (GAYATHRI et al., 2010a).

Géis de PMMA compressiveis compativeis com cloroféormio também foram
empregados para a medicdo de RCSAs (HALLWASS et al., 2018; NATH et al., 2016).

Figura 8- Representacdo do processo de compressao/relaxamento do gel de PMMA.
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Fonte: Gayathri et al., (2010,).

O grupo de Gil desenvolveu outros géis compressiveis mecanicamente como o
poli-DEGMEMA compativel com CDsOD (GARCIA et al., 2016) e o poli (2-hidroxiletil
metacrilato) (poli-HEMA) compativel com DMSO-ds. Uma novidade significativa do gel
de poli-HEMA ¢é que devido a diferenca significativa na susceptibilidade magnética
entre o solvente dentro e fora do gel, é possivel extrair em um mesmo experimento
dados isotropicos e anisotropicos de RMN. A vantagem disso € que a medicao na fase
anisotropica e isotropica podem ser feitas simultaneamente na mesma amostra
diminuindo o tempo das analises (GIL-SILVA et al., 2016). Recentemente, esse
mesmo grupo desenvolveu um gel baseado em um copolimero de metacrilato de
metila/acrilomorfolina, aplicado a analise de pequenas moléculas e peptideos ciclicos
em agua (FARLEY et al., 2021).

Durante o projeto de mestrado da autora foi desenvolvido um gel de
poli(acrilonitrila) (PAN) (Figura 9) quimicamente reticulado compativel com DMSO-ds
e que também é susceptivel de compressao reversivel. A sintese do gel de PAN é

simples e pode ser reproduzida facilmente. Nao havendo prétons na cadeia lateral do
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polimero os espectros de HSQC séo limpos e sdo necessarias apenas 24 horas para
intumescer o gel e alcancar o equilibrio do sistema gel/solvente/molécula. Além disso,
foi possivel, usando a metodologia descrita, medir RDCs e RCSAs das moléculas
testes como a a-santonina e brucina. Foi este um resultado relevante, tendo em vista
gue o DMSO-ds € um solvente de RMN amplamente utilizado na pesquisa
farmacéutica (CARVALHO et al., 2019).

Figura 9- Gel de PAN intumescido em DMSO-ds desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa.

Fonte: CARVALHO et al., (2019).

Um resumo dos principais géis reticulados e suas compatibilidades com

determinados solventes desenvolvidos até 0 momento é apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1- Géis poliméricos reticulados e suas compatibilidades com solvente.

Géis poliméricos Solventes compativeis Referéncias
Poli (acrilamida) (PH) D20, DMSO-ds (HABERZ et al., 2005)
Poli (acrilonitrila) (PAN) DMSO-ds (KUMMERLOWE et al.,
2007)

(CARVALHO et al., 2019)
Poli (acetato de vinila) DMSO-ds, CD3OD, CD3CN, CDCls  (FREUDENBERGER et al.,

(PVAC) 2005)
Poli (estireno) (PS) CDCls, CD 2Cl2, THF, CeDs, dioxano LUY et al, 2004)
Poli (estireno) deuterado (KUMMERLOVWE et al,
2008)
Poli (dimetilsiloxano) CDCls (FREUDENBERGER et al.,
(PDMS) 2004)
Poli (metil metacrilato) CDCls (GIL et al, 2008)
(PMMA) (GAYATHRI et al, 2010a)

Poli (y-benzil- L- glutamato) CDCls, CD2Clz, THF, CsDs, dioxano (MONTAG et al., 2013)
(PBLG)

Poli (oxido de etileno) (PEO) D20, CDsCN, CD3OD, DMSO-ds,
acetona, THF, CDCls, CD2Clz, CeDs, (MERLE et al., 2013)
dioxano, n-hexano
Poli (metacrilato de 2-

hidroxietila (p-HEMA) DMSO-ds (GIL-SILVA et al., 2016)
Poli (Metacrilato de éter di
etilenoglicol) metilico CDsOD (GARCIA et al., 2016)
(p-DEGMEMA)
Metacrilato de D20 (FARLEY et al., 2021).

metila/acrilomorfolina

Fonte: A autora (2022).

2.4 PARAMETROS ANISOTROPICOS DE RMN

Todos os parametros de RMN tém carater, em principio, anisotrépico e tém
representacdes tensoriais. Esta anisotropia € manifestada na RMN no estado salido.
Porém, em liquidos isotropicos o rapido movimento rotacional da molécula em todas
as direcdes do espaco faz com que sé o valor médio destes observaveis seja
detectado. No caso do acoplamento dipolar ou quadrupolar este valor médio é igual a
zero, enquanto o deslocamento quimico e o acoplamento escalar isotropicos tem um
valor médio diferente de zero (FACELLI & BARFIEL et al., 1984; HAUBENREISSER
et al., 1987).


https://chemistry-europe-onlinelibrary-wiley.ez16.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?ContribAuthorStored=Montag%2C+Tobias
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2.4.1 Acoplamento Dipolar Residual

Os acoplamentos dipolares, ao contrario dos acoplamentos escalares, que
resultam da interacdo através das ligacdes quimicas, originam-se por meio de
interacdes espaciais. A interacdo dipolo-dipolo ocorre entre dois spins nucleares, ou
seja, 0 acoplamento dipolar € a interagcéo do dipolo magnético do nicleo | com o campo
magnético gerado pelo nucleo S e vice-versa. Este acoplamento pode ser homonuclear,
guando os ndcleos sao iguais (I — I; S — S), ou heteronuclear, quando os dois ndcleos
gue interagem sao diferentes (I — S). Sao rotulados como | o spin nuclear mais
abundante, por exemplo, o 'H, e S o spin nuclear menos abundante, tal como 13C ou
15N (KRAMER et al., 2004).

O Hamiltoniano que descreve o acoplamento dipolar de dois spins, | e S, € dado

pela equacéao 4:

hylyS
HD = 2..3
AT Tig

(1—3c0s20)(31,S, —1.S) (&)

Onde, h é a constante de Planck dividida por 21, yl e yS sdo as razdes
giromagnéticas dos spins nucleares | e S, respectivamente, rns € a distancia
internuclear entre 1 e S. O angulo 6 descreve a orientagdo formada entre o vetor
internuclear e a direcdo apontada pelo campo magnético externo Bo.

Considerando o produto escalar IS a equacéo 4 pode ser reescrita da seguinte
forma:

Hp = Di5(0)[21;5; — (IxSx + IySy)]  (5)

Onde Dis corresponde a:

D;s(6) = 2115

—(1 — 3 cos*0) (6)

2
AT i

A Figura 10 representa a interacdo dipolar entre dois spins | e S, presentes na

molécula.
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Figura 10- Representagéo do acoplamento dipolar entre dois spins | € S, onde 6is é 0 angulo formado
entre o vetor que une os spins | e S, e a dire¢do do campo magnético externo Bao.

B > ;’)
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Fonte: TELES et al., (2015).

Em solug@es isotropicas convencionais as moléculas estao livres para rotarem
em qualquer direcéo e o resultado é que o valor médio do termo (3 cos*8 — 1) é igual
a zero e, consequentemente o acoplamento dipolar € zerado.

Para observar o acoplamento dipolar em solugdo, o conjunto de estados
rotacionais precisa ser modificado para que ndo seja mais completamente isotropico
e dessa forma o termo (3 cos*8 — 1) sera diferente de zero. Contudo, a restricdo do
movimento molecular deve ser pequena, para fornecer acoplamentos dipolares
residuais (RDCs) pequenos e espectros ainda interpretaveis.

Outros parametros anisotropicos que podem ser observados em condicOes
anisotropicas sao a anisotropia de deslocamento quimico residual (RCSA) e o
acoplamento quadrupolar residual (RQC) e serao discutidos ao longo desse tépico.

2.4.1.1 Medidas experimentais de RDCs

Para a medicdo de RDCs, geralmente sao realizados dois experimentos de
RMN, o primeiro em meio parcialmente orientado, o qual chamamos de meio
anisotropico e que fornece os acoplamentos totais, 'Tch, € 0 segundo em meio nédo
orientado (isotrépico) que fornecerd os acoplamentos escalares, J. Desse modo, 0
acoplamento existente no meio anisotrépico entre o par de spin | e S, como por
exemplo o par 'H-13C, é a soma do acoplamento escalar (*1JcH) com o acoplamento
dipolar (*DcH) e, esse acoplamento é identificado como Tcn (*Jch + *DcH), ou seja,

acoplamento total. Para adquirir os RDCs 'Dch, basta subtrair T, obtido em meio
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anisotrépico, do acoplamento escalar (*Jci) medido em meio isotrépico, como
demonstra a equacao 7:

O componente Dch da constante de acoplamento total medida em um meio
anisotropico € o RDC, que pode ser positivo ou negativo, isto significa que a constante
de acoplamento total medida em meio anisotrépico pode ser maior ou menor que 0
valor de *Jcn (LIU et al., 2017).

'Den=1Ten-en (7)

A maneira mais usual e facil de medir RDCs de tipo 'DcH € através do
acoplamento dipolar *H-3C a uma ligacdo (*Dch), usando um experimento do tipo
Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC) acoplado, onde € possivel
observar os acoplamentos préton-carbono tanto na direcdo F2 (dimenséo direta)
quanto na direcéo F1 (dimensao indireta). Os experimentos de HSQC mais populares
para medir *Dch sdo o CLIP-HSQC acoplado em F2 e o HSQC J-resolvido acoplado
em F1.

Para compensar a menor resolucdo digital associada a dimensao indireta F1.
sdo usadas algumas estratégias, por exemplo o uso de um bloco de evolug¢do do
acoplamento escalar (J-scaling) que as vezes é combinado com um filtro BIRD (do
inglés bilinear rotation decoupling) ou a técnica de rebatimento (folding).

Com a introducdo do bloco de evolugcdo do acoplamento escalar (J-scaling)
multiplica-se a constante de acoplamento C—H por um fator k arbitrario (k usualmente
€ igual a 3 ou 4). Contudo, se o fator k for usado é necessario descontar esse fator
guando estiver sendo calculando o RDC. Logo, o desdobramento medido deve ser
dividido por k quando se trata de um acoplamento CH, por 2k ao se tratar de um
acoplamento CH2 e por 3k quando for CHs (YU et al., 2012). Por meio do uso de um
filtro BIRD € possivel suprimir os acoplamentos a longa distancia "Jch, reduzindo a
largura dos picos na dimensao indireta (CLARIDGE, 2016; FURRER, et al., 2007).

A técnica de rebatimento (folding) também € usada para compensar a
diminuicdo da resolucéo digital. Nesta técnica o espectro de HSQC é “dobrado” na
dimenséao F1, permitindo assim o uso de uma janela espectral menor. Por causa da
condicdo de Nyquist, os sinais aparecem rebatidos, ou seja, para uma janela espectral
com 100 ppm os sinais de carbono com hibridizacdo sp? (regido entre 100 e 220ppm)

surgirdo na mesma regiéo dos carbonos sp? (regido entre 0 e 100ppm).
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A Figura 11 mostra a representacdo de como adquirir as medidas de
acoplamento total para grupos metino, metileno e metila em um experimento HSQC
acoplado em F1 e a partir dessas medidas obter os valores de RDCs. No exemplo o
n representa o fator de escala k aplicado e T o acoplamento total. No exemplo é
mostrado a obten¢édo da medida para o acoplamento total, porém para o0 acoplamento
escalar a medida é realizada da mesma forma.

Figura 11- Representa¢do de como realizar a medida do acoplamento total para grupos metino,
metileno e metila em um experimento HSQC acoplado em F1.
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Fonte: A autora (2021).

2.4.2 Anisotropia do Deslocamento Quimico Residual

O deslocamento quimico de um ndcleo i, surge do efeito da blindagem
eletrébnica. O campo magnético externo Bo induz correntes nas nuvens de elétrons na
molécula e essas correntes circulantes, isto €, circulagdo de elétrons ao redor do
ndcleo geram um campo magnético induzido (LEVITT, 2008).

Matematicamente, o deslocamento quimico pode ser representado como um
tensor e descrito como uma matriz 3 x 3 (equacgao 8) que pode ser diagonalizada para
fornecer uma matriz diagonal. Os eixos do marco de referéncia correspondente a

representacdo diagonal sdao chamados por convencédo X, Y e Z. Suas diregdes
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geralmente se correlacionam com caracteristicas estruturais moleculares locais
(LEVITT, 2008). A Figura 12 mostra o tensor no marco de referéncia principal do

nitrogénio da amida no quadro molecular.

Fonte: HOU et al., (2010).

Em uma solucao isotrépica, 0 movimento rotacional molecular aleatorio leva a
observacdo de um deslocamento quimico isotrépico (diso), Sendo esta grandeza a
média dos trés valores principais dos elementos da diagonal da matriz (equacdo 9)
gue representa o tensor de deslocamento quimico do nucleo, quer dizer, o trago da
matriz (equacao 8).

1
Siso = 3 (6xx + Oyy + 622) 9)

A equacao que descreve o deslocamento quimico (§oss) de um nucleo, com
spin |, pode ser representado por uma contribuicéo isotrépica (diso) € outra anisotropica

(8¢s4) cOMo representado a seguir:

Bobs = g (6xx + Oyy + 622) + §6CSA (10)

Em meios orientados o §.»s diferencia-se do deslocamento isotropico por uma

contribuicéo anisotrépica que pode ser expressa como:
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Ezj:{xdhz} 2

5 2 3cos? ;-1
CSA —

>5,-,. (11)

Onde o termo §;; sdo os elementos da diagonal do tensor de deslocamento
guimico na sua representacao diagonalizada, 6] é o angulo formado entre o eixo
principal do tensor de deslocamento quimico e o campo magnético externo
(LOSONCZI et al., 1999).

Na equacdo 11 podemos observar que a componente anisotropica do
deslocamento quimico apresenta dependéncia com a média do termo angular em 6,
assim como visto no acoplamento dipolar. A média deste parametro anisotropico para
uma molécula com coordenadas em um sistema cartesiano arbitrario pode ser
apresentada por uma matriz de Saupe com seus elementos definidos conforme a
equacao 12 (LOSONCZI et al., 1999).

3cosf;cosfj—-1
(12)

Sl]=< >

A matriz de Saupe corresponde ao tensor de alinhamento (A) fatorado por 3/2 ,

dessa forma a Equacdo 12 pode ser reescrita mostrando a anisotropia do
deslocamento quimico como sendo o resultado da multiplicag&o escalar entre o tensor

de alinhamento e o tensor de deslocamento quimico (Equacao 13).
Ocsa = Zij=(xy,2Aij0;; (13)

Como mencionado anteriormente a componente anisotropica do deslocamento
guimico tem dependéncia angular, ela fornece informacdes estruturais, o que a torna
uma ferramenta importante para obter informacdes estruturais de longo alcance.
Portanto, essa componente quando obtida em meio parcialmente orientado, nos
permite observar uma pequena parte do CSA designada como RCSA (CORNILESCU
et al., 1998). Os RCSAs sédo baseados na diferenca observada entre os valores de

deslocamento quimico isotropico e anisotropico e, portanto, dependem da orientagédo
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relativa dos tensores de blindagem quimica a respeito do tensor de alinhamento
(HALLWASS et al., 2018; LIU et al., 2019).

2.4.2.1 Medidas experimentais de RCSA

Em contraste com os RDCs, os RCSAs de 13C sdo geralmente medidos a partir
de um simples espectro unidimensional de RMN de 3C. As medidas de RDCs e
RCSAs sédo altamente complementares e podem ser combinadas para avaliar a
estrutura de forma mais robusta. Enquanto os RDCs fornecem informacgdes sobre
angulos relativos entre vetores internucleares, geralmente vetores de ligagdo 'H-3C,
0os RCSAs fornecem informacfes sobre as orientacdes relativas dos tensores de
deslocamento quimico. Como os RCSAs de '3C podem ser medidos de carbonos
protonados e nao protonados em qualquer estrutura organica, tém a vantagem de
fornecer informacdes orientacionais sobre carbonos nédo protonados que s6 poderiam
ser alcancadas através de medicdes de RDCs de longo alcance, que apresentam uma
dificuldade maior para a sua medicdo (LIU et al., 2019). Recentemente, alguns
pesquisadores exploraram a aplicacdo do RCSAs de 'H a elucidagdo estrutural de
produtos naturais. Os 'H-RCSAs podem ser medidos mesmo quando a quantidade do
composto é pequena, por causa da alta abundancia natural e constante giromagnética
do nucleo de *H (NATH et al, 2020).

Os valores de RCSA séao extraidos como diferencas de deslocamento quimico
entre duas condi¢des de alinhamento tais que entre elas haja uma mudanca minima
nas condicbes de solvatacdo ou temperatura. Este cuidado nas condicbes de
alinhamento € necessario devido a alta sensibilidade do deslocamento quimico as
interacdes intermoleculares. Para a extracdo destes valores € comum tomar um dos
sinais de 13C da molécula como referéncia interna (ref) tornando a medigdo do RCSA
independente da calibracdo do deslocamento quimico com relacdo a uma referéncia
externa. E habitual escolher esta referéncia interna (ref) selecionando o carbono da
molécula com menor anisotropia do tensor de blindagem quimica (HALLWASS et al.,
2018). Foi proposto também o uso, como referéncias externas, de moléculas
altamente simétricas como TMS ou CCl4, onde o0 RCSA seria muito pequeno, embora
nao estritamente nulo (HELLEMANN et al., 2016; NATH et al., 2016) por causa da
contribuicéo vibracional ao deslocamento quimico. Embora ndo seja um procedimento

geral, no nosso trabalho com géis de PAN verificamos que era, nesse caso patrticular,
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possivel obter RCSAs precisos simplesmente usando o sinal do solvente (DMSO-ds)
como referéncia (CARVALHO et al., 2019).

O RCSA pode ser expresso em funcdo dos valores de deslocamento medidos e
os tensores de alinhamento correspondentes a duas condi¢gdes de alinhamento como
descrito na Equacéo 14 (HALLWASS et al., 2011):

RCSA, = (80 — greN) — (§@k) — s(ren)
= Doty (A5 — AD) (857 = 657)

tj
)6C5Ak _ (A(l) _ A(Z)

- M _ 4@
- Zij={x,y.z}(A" -4 ij ij ij

CSAye
i~ i )5 T

ij
Onde, RCSA,representa o RCSA para um nlcleo k, e o0s termos
sk sref) 52k o §(2ref) representam os deslocamentos quimicos do nucleo k e do

nacleo de referéncia interna, ambos submetidos as condicbes de alinhamento

4 CSArer
555"e6i]. "f 530 o0s elementos dos tensores de

anisotropicas (1) e (2),
deslocamento quimico do nucleo k e do nucleo de referéncia. Salientamos que a
condicdo de alinhamento (2) pode ndo corresponder a um meio isotropico, mas
simplesmente um meio com um grau de alinhamento menor.

Um dos problemas na medida dos RCSAs é o impacto das mudancas nas
condi¢cOes de solvatacao entre as condi¢cdes de alinhamento (1) e (2). Por exemplo a
compressdo de um gel expulsa certa quantidade de solvente fora do polimero
mudando, portanto, a relacdo polimero/solvente. Essas alteracfes afetam pouco ou
minimamente as medi¢cdes de RDCs, mas afetam de forma importante os valores
medidos de RCSA, uma vez que a parte isotropica dos tensores de blindagem é
afetada por pequenas variagcdes com a solvatacao. (LIU et al., 2010).

Para resolver este problema nos géis compressiveis, Griesinger e
colaboradores, estimaram a variacdo da componente isotropica do deslocamento
guimico conforme o0 meio é sujeito a mudancas no grau de compressdo (gel
comprimido e gel relaxado). Para isto, eles assumiram que essa variagao seria
proporcional a alteracdo da componente isotropica do deslocamento quimico
observado entre as medidas do deslocamento quimico obtidas dentro e fora do gel

relaxado (NATH et al., 2016).
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Esta contribuigdo isotropica (Adisotrépico), pode ser quantificada gracas ao fato
gue, no gel no estado relaxado, existe uma camada de solvente que circunda o
polimero, portanto dois sinais de carbono podem ser observados correspondentes a
molécula dentro (sem alteracdo da componente anisotropica) e fora (isotrépico) do gel
relaxado. Dessa forma, quando sdo realizadas as medidas da diferenca de
deslocamento quimico entre os sinais dentro e fora do gel relaxado, o efeito do gel no
deslocamento quimico isotrépico de cada sinal i pode ser medido. A correcéo baseia-
se em considerar a alteracdo da componente isotropica apds compressao do gel
linearmente proporcional a diferenca previamente observada entre o sinal fora, e
dentro do gel relaxado. Anteriormente, um fator de proporcionalidade comum c foi
usado para corrigir o deslocamento isotrépico indesejado. O fator de
proporcionalidade era estimado a partir dos proprios dados espectrais e a estrutura
molecular. Posteriormente, Navarro-Vazquez e colaboradores mostraram que era
possivel otimizar este fator simultanemante com os componentes do tensor de
alinhamento durante o ajuste SVD no programa MSpin (HALLWASS et al., 2018).

2.4.3 Acoplamento Quadrupolar Residual

Os nucleos que possuem spin nuclear maior que 1/2, conhecidos como nucleos
guadrupolares, possuem momento de quadrupolo elétrico sensivel ao gradiente de
campo elétrico (EFG, electric field gradient) cuja interacdo com o gradiente de campo
elétrico (EFG) no ndcleo causa um desdobramento das linhas de ressonancia
chamado acoplamento quadrupolar (Avg). Vale ressaltar que o momento de
guadrupolo é uma propriedade intrinseca dos ndcleos quadrupolares, enquanto o EFG
€ uma propriedade molecular. Informacfes valiosas sobre o entorno quimico do
nucleo podem ser obtidas a partir da magnitude da interagdo quadrupolar (SUITS,
2006).

O acoplamento quadrupolar € um parametro anisotropico de RMN e,
igualmente ao acoplamento dipolar, no movimento isotrépico molecular seu valor
devido ao movimento randdmico € zerado (equacdo 15). No entanto, em meios
anisotropicos, um acoplamento quadrupolar residual é observado. A equacédo para o

acoplamento quadrupolar, esté representada pela equacao 15:
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3e? 3cos?0-1
MvQ = ZZQS< . > (15)

Onde, e, Q, e g correspondem a carga elétrica, momento quadrupolar, e
gradiente de campo elétrico, respectivamente. O fator e?qQ é conhecida como a
constante quadrupolar nuclear e 6 é o angulo entre o tensor de gradiente de campo
elétrico e 0 campo magnético. S é o parametro de ordem. O fator angular, segundo
polinbmio de Legendre, origina-se pela rotacdo do sistema molecular. Em meios
isotropicos este fator angular é zerado e, portanto, o acoplamento quadrupolar ndo é
diretamente observado (SUITS, 2006).

Em meios orientados o fator angular é diferente de zero e o acoplamento
quadrupolar (Avg) manifesta-se como um desdobramento do espectro de RMN de
ndcleo quadrupolar correspondente. Por exemplo, o desdobramento do sinal dos
nlcleos de deutério (°H) do solvente deuterado indica a existéncia de alinhamento no
sistema, como mostrado na (Figura 13a).

A Figura 13 mostra um exemplo do espectro de °H em que é possivel observar
o valor do acoplamento quadrupolar residual em um gel de poliacrilonitra (PAN), em
(@) quando o gel é comprimido, a anisotropia € gerada e 0s acoplamentos
guadrupolares residuais tornam-se visiveis em forma de dupletos. Quando o gel esta
relaxado no tubo de RMN, ou seja, sem compressao (b), sdo observados dois picos,
um menos intenso que corresponde ao DMSO-ds residual fora o gel (isotrépico) e o
pico mais intenso corresponde ao solvente dentro do gel (anisotropico). E importante
ressaltar que o pico mais intenso no espectro (b) se divide em um dupleto quando o
gel é comprimido e, dessa forma é possivel medir o RQC observado em (a).
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Figura 13- Espectro de RMN de 2H do gel de PAN em DMSO-ds (a) com compresséo e (b) sem
compressao.
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Fonte: CARVALHO et al., (2019)

O tamanho do RQC depende, sobretudo, da magnitude do EFG do nucleo
considerado e do grau de alinhamento, uma vez que o momento quadrupolo do ?H é
uma constante como mencionado anteriormente (GIL, 2017).

Analisando a forma dos picos do acoplamento quadrupolar (AvQ) é possivel
estimar o grau de homogeneidade do meio orientador, ou seja, quando 0s picos estao
simétricos e finos indicam um meio homogéneo, enquanto que picos largos e néo
simétricos indicam diferentes condicbes de alinhamento em diferentes pontos da
amostra. No caso dos géis a ndo homogeneidade da rede polimérica também acarreta
0 surgimento de sinais largos.

Experimentos de RMN usando imagens de ?H também podem ser usadas para
avaliar a distribuicdo espacial da divisdo quadrupolar de deutério ao longo da direcao
z de amostras anisotropicas. Com essas imagens é possivel monitorar o processo de
equilibrio do meio de alinhamento, a forca de alinhamento e, ainda, e no caso dos
géis, pode revelar, por exemplo, inomogeneidade de alinhamento devido a géis
quebrados (TRIGO-MOURINO et al., 2013).
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2.5 OBTENCAO DE INFORMACOES ESTRUTURAIS BASEADAS EM MEDIDAS
DE RDCS E RCSAS

Os RDCs dependem do angulo formado a partir do vetor internuclear dos spins
| e S e adirecdo do campo magnético externo Bo, ou seja, correlacionam a orientagcédo
relativa de vetores internucleares. Por outro lado, os RCSAs informam da orientacéo
relativa dos tensores de blindagem quimica (NATH et al., 2016). Devido a esses
fatores, os RDCs e RCSAs podem ser utilizados para a determinagédo da estrutura
tridimensional de moléculas organicas.

A grande dificuldade na utilizacdo de RDCs e RCSAs esta atrelada a
interpretacdo de forma correta dos dados fornecidos experimentalmente, e a
conversao destes parametros em dados que ajudem na elucidacdo estrutural das
moléculas. Um esquema geral para a obtencdo de informacdes estruturais é
apresentado na Figura 14.

Os protocolos mais comuns para a analise estrutural de moléculas pequenas
mediante RDCs ou RCSAs baseiam-se na geracao de um conjunto de estruturas 3D
da molécula em estudo, essas estruturas geralmente sdo obtidas por métodos de
modelagem molecular que podem ser baseados em campos de for¢ca ou em métodos
mecano-quanticos, especialmente aqueles baseados na teoria do funcional da
densidade (DFT). Posteriormente, com os dados de RDCs ou RCSAs experimentais
coletados dos espectros de HSQC e 3C respectivamente, é realizado, para cada
estrutura, na forma de uma estrutura Unica ou um ensemble conformacional, um ajuste
do tensor de alinhamento aos dados espectrais mediante ajuste de minimos
guadrados. Este ajuste € na maioria das ocasides realizado por meio da
decomposi¢cdo do valor singular (SVD) como implementado em programas como
MSpin (NAVARRO-VAZQUEZ, 2012) ou PALES (ZWECKSTETTER, 2008). Uma vez
gue esses tensores sdo calculados, os RDCs e/ou RCSAs séo recalculados a partir
da geometria molecular e comparados com os dados experimentais. A estrutura que
melhor se ajuste aos dados experimentais sera considerada a estrutura correta. O
ajuste entre RDCs ou RCSAs experimentais e recalculados é usualmente expresso
em termos do fator de qualidade de Cornilescu (Q) (CORNILESCU; BAX, 2000).
Idealmente, para a estrutura correta, o fator Q deve ser zero ou mais proximo a zero.
No entanto, um Q menor que 0,05 é considerado um ajuste excelente e um Q entre

0,05 e 0,10 é considerado um ajuste razoavelmente bom para moléculas pequenas
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(GIL, 2017). As equacdes 16 a 18 mostram as expressdes para o calculo do fator de
gualidade Q empregado no ajuste de RDCs (16) e RCSAs (17), bem como na

combinacao desses dois parametros (18).

2
Z(RCSAexp_RCSAcalc)
2
» RCSAexp

Z(Dexp _Dcalc)2
> Dexp2

(16) Q= (17)

0= ¥(Dexp—Deatc)’ N Y(RCSAgxp—RCSAcqlc)’ (18)

Y. Dexp? Y RCSAexp®

Onde, D, sdo os resultados dos acoplamentos dipolares residuais
experimentais e D.q 0s calculados. 6., € 8.y Sa0 0s dados experimentais e
calculados da anisotropia de descolamentos quimicos residuais, respectivamente.

A Figura 14 mostra um esquema geral para a obtencdo de informacgdes
estruturais baseadas nas medidas dos parametros de RDCs e RCSAs para moléculas

rigidas e semirrigidas.

Figura 14- Esquema geral para a obtencao de informacdes estruturais usando RDCs e RCSAs.

Conjunto com todas as estruturas relevantes
e representativas em (3D) propostas, efou
anisotropias do deslocamento quimico.

|
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H Tensor de Alinhamento
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experimentais = Comparacio => RDCs efou RCSAs calculadas
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Conjunto de fator de qualidade ()

i
Menor fator Q = Estrutura Correta => |

Fonte: Adaptado de Gil & Navarro-Vazquez (2017).



54

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é desenvolver novos meios de alinhamento baseados
em geéis poliméricos compativeis com diversos solventes organicos para obtencéo de

parametros anisotropicos em RMN.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a sintese de géis de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila (DMA/AN);

e Testar o desempenho dos géis de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila (DMA/AN)
como meio de alinhamento para a medicdo de RDCs e RCSAs em moléculas
organicas como brucina e a-santonina;

e Realizar a sintese de géis de acrilonitrila/acido 2-acrilamida-2-metil-1-propano
sulfénico (AN/AMPS);

e Testar o desempenho dos géis de acrilonitrila/acido 2-acrilamida-2-metil-1-
propano sulfénico (AN/AMPS) como meio de alinhamento para a medi¢ao de
RDCs em diferentes moléculas compativeis com agua;

e Realizar a sintese de géis de poliestireno (PS);

e Testar o desempenho dos géis de poliestireno como meio de alinhamento para
a medicdo de RDCs e RCSAs na molécula de brucina.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 EQUIPAMENTOS, SOLVENTES E REAGENTES

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Agilent de 400 MHz,
operando a temperatura de 298 K, com frequéncias de ressonancia de 399,75 MHz
para o 'H, 61,36 MHz para o ?H e 100,51 MHz para o *3C. Os experimentos foram
realizados em acetonitrila-ds (grau de deuteracdo de 99,9%), metanol-d4 (grau de
deuteracgéo de 99,8%) e D20 (grau de deuteracdo de 99,8%), utilizando tubos de RMN
de 5 mm e o aparelho para compressao do gel elaborado por NewEra™ (Figura 6b).
O solvente utilizado para a polimerizacao dos géis foi a N,N-dimetilfomamida (DMF).
Os solventes para lavagem dos géis foram a acetonitrila, agua destilada, metanol e
tolueno.

Os mondmeros foram filtrados sobre alumina basica para retirar os inibidores
de polimerizacdo. Os demais reagentes foram utilizados conforme recebidos pelos
fabricantes, sem tratamento ou purificacao prévios. Na Tabela 2 sédo apresentadas as
estruturas moleculares e informacdes de todos os reagentes utilizados na sintese dos

géis.
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Informacgdes

Reagente Funcéo Estrutura Molecular
N,N-dimetilacrilamida 0O
(DMA) Mondmero H2C‘\\)J\N/CH3
CHa

H-C
Acrilonitrila (AN Mondémero
(AN) N\ .

Acido 2-acrilamida-2-

CH3
metil-1-propano Monbémero Hzc\/lL
sulfonico (AMPS) /Jﬁﬁ OH

Estireno Mondmero @CHQ

Diacrilato de etileno

0 CH
glicol (EGDA) Reticulante  H,C?Z Y[ \/\OJ\? 2
0]
Diacrilato de 1,4- Reticulante 0
butanodiol (BDA) ’“C%)J\o/\/\/oﬁm
(o]
1,4-bis(4-vinilfenoxi) Reticulante /@ACHE
butano ﬁowo
HZC\
Persulfato de amonia Iniciador 0 NHS
(APS) radicalar . 0 T
NH 4 M /O—ﬁ—o
0—Ss—0
I 0
o
2,20-azobis (2- iciador HsC CH3
metilpropionitrilo) (AIBN) radicalar NZC N C=N
HsC CHj

Marca: Sigma-
Aldrich
Pureza: 99%
Marca: Alpha
Aesar

Pureza: 99%

Marca: Sigma-
Aldrich

Pureza: 99%

Marca: Sigma-
Aldrich: 99%

Marca: Sigma-
Aldrich
Pureza: 98%
Marca: Ambeed

Pureza: 90%

Marca: Sigma-
Aldrich
Pureza: 90%

Marca: Sigma-
Aldrich
Pureza:98%

Marca: Fluka

Pureza: 98%

Fonte: A autora (2022).
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4.2 SINTESE DOS GEIS POLIMERICOS

Com base em metodologias ja bem descritas para a preparacdo de géis
poliméricos (LIU et al., 2018) apresentamos a seguir o procedimento de sintese para
0s géis poliméricos desenvolvidos neste trabalho.

4.2.1 Sintese dos géis de N, N-dimetilacrilamida/acrilonitrila (DMA/AN)

Foram sintetizados dois tipos de géis de N, N-dimetilacrilamida/acrilonitrila
(DMA/AN) os quais foram rotulados como (DMA/AN)/acetonitrila (50:50) e
(DMA/AN)/metanol (75:25). A sintese ocorreu da mesma forma para os dois tipos de
géis.

Os mondémeros N, N-dimetilacrilamida (DMA) e acrilonitrila (AN) foram filtrados
em uma seringa contendo alumina basica e um filtro de HPLC na ponta, para retirar o
inibidor de polimerizacdo. Para os géis de (DMA/AN)/acetonitrila (50:50) foram
adicionados 250 L (3,8 mmol) de DMA e 250 uL (2,43 mmol) de AN em um frasco de
vidro. Em seguida foram adicionados 250 uL de DMF, 5,4 uL (0,0313 mmol) de EGDA
e 1,5 mg de AIBN. Para os géis de (DMA/AN)/metanol (75:25) foram adicionados 375
ML (3,64 mmol) de DMA e 125 uL (1,90 mmol) de AN em um frasco de vidro e
acrescentado 250 yL de DMF, 4,81 yL (0,028 mmol) de EGDA e 1,5 mg de AIBN. A
fracdo do agente de reticulagdo em relacdo aos mondmeros foi 0,5% molar. Cada
solucéo contida no frasco de vidro foi transferida para um tubo de RMN com 3 mm de
didmetro. Os tubos de RMN foram selados a chama e levados ao forno a 60° C. A
polimerizacéo foi realizada por 24 h. Depois disso, os tubos foram retirados do forno.
Depois de quebrar a parte superior dos tubos, os géis puderam ser facilmente
removidos com a ajuda de movimentos circulares suaves. Os géis foram cortados em
bastdes de 2,5 cm de comprimento e depois os geis de DMA/AN 50:50 foram lavados
com acetonitrila e os géis de DMA/AN 75:25 com metanol para eliminacdo de
possiveis residuos de mondmeros. Apos 24 horas os solventes foram trocados. O
procedimento de lavagem foi repetido no total quatro vezes para cada gel, sendo que
para cada lavagem foi utilizada 1 mL de solvente, totalizando 4 mL. Apds esse
procedimento de lavagem, os géis foram colocados em placas de petri e deixados

para secar a temperatura ambiente.
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4.2.2 Sintese dos géis de Acrilonitrila/Acido 2-acrilamida-2-metil-1-propano
sulfénico (AN/AMPS)

O mondmero de acrilonitrila (AN) foi filtrado em uma seringa com um filtro
contendo alumina bésica para retirar o inibidor de polimerizacdo. O monémero de
AMPS foi pesado em uma balanca analitica. Em um frasco de vidro 0,145 g de AMPS
foram dissolvidos em 400 uL de DMF e em seguida adicionados 400 pL (6,08 mmol)
de AN, 0,7 uL (3,34x10% mmol) de BDA e 1,5 mg de AIBN. A fracdo do agente de
reticulagdo em relagédo aos mondmeros foi 0,05% molar. Esta solugéo foi transferida
para um tubo de RMN com 3 mm de diametro. O tubo de RMN foi selado a chama e
levado ao forno a 60° C. A polimerizacao foi realizada por 24 h. Depois disso, 0s tubos
foram retirados do forno. Depois de quebrar a parte superior dos tubos o polimero foi
facilmente removido com a ajuda de movimentos circulares suaves. Foram cortados
bastbes de 2,5 cm de comprimento e lavado uma vez com agua destilada, duas vezes
com uma solucéo de carbonato de potassio com centracédo 0,003 mol/L e pH=9 e uma
vez com agua deuterada. Apos o ultimo ciclo de lavagem, o gel foi deixado em placas
de petri para secar a temperatura ambiente.

4.2.3 Sintese dos géis de poliestireno

O monémero de estireno foi filtrado em uma seringa contendo alumina basica
e um filtro de HPLC na ponta, para retirar o inibidor de polimerizacdo. Em um frasco
de vidro foram adicionados 18,2 mg do reticulante 1,4-bis(4-vinilfenoxi) butano, 500
ML (4,35 mmol) de estireno, 250 uL de DMF e 1,5 mg de AIBN. A fracdo do agente de
reticulacdo em relacdo ao mondémero foi 1,3 % molar. A solugéo contida no frasco de
vidro foi transferida para um tubo de RMN com 3 mm de diametro. O tubo de RMN foi
selado a chama e levado ao forno a 60° C. A polimerizag&o foi realizada por 24 h.
Depois disso, o tubo foi retirado do forno. Depois de quebrar a parte superior dos
tubos, o polimero foi facilmente removido com a ajuda de movimentos circulares
suaves. Foram cortados bastdes de 2,5 cm de comprimento e depois lavados com
tolueno para eliminacdo de possiveis residuos de mondémero. Apés 24 horas foi
trocado o solvente. O procedimento de lavagem foi repetido no total quatro vezes,

sendo que para cada lavagem foi utilizada 1 mL de solvente, totalizando 4 mL. Apos
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esse procedimento de lavagem, os géis foram colocados em placas de petri e

deixados para secar a temperatura ambiente.

4.3 ANALISES DE RMN

4.3.1 Preparacdo das amostras

Para a obtencdo das medidas experimentais de RDCs e RCSAs, apls a
preparacdo dos géis na forma de bastdes com diametro entre 2,0 — 2,5 mm, os géis
cortados em pedacos com comprimento de 2,5 cm foram inseridos em tubos de RMN
de 5 mm e preparados como descrito nos seguintes sistemas:

Gel de DMA/AN/acetonitrila-ds (0,6 mL) com 15 mg de a-santonina;
Gel de DMA/AN/acetonitrila-ds (0,6 mL) com 15 mg de brucina;

Gel de DMA/AN/metanol-d4 (0,6 mL) com 15 mg de brucina;

Gel de AN/AMPS/D20 (0,6 mL) com 15 mg de sacarose;

Gel de AN/AMPS/D20 (0,6 mL) com 15 mg de 5-norbornen-2ol;
Gel de AN/AMPS/D20 (0,6 mL) com 15 mg de azidotimidina (AZT);
Gel de AN/AMPS/D20 (0,6 mL) com 8 mg de cefuroxima sédica,;

Gel de Poliestireno/tolueno-ds (0,6 mL) com 15 mg de brucina.

AN NN VU N N N N

Os géis intumesceram nos tubos de RMN e atingiram o seu equilibrio em

aproximadamente 1 dia.

4.3.2 Experimentos de RMN

Todos os experimentos de RMN foram realizados com 0s géis nos seus
estados relaxado (isotrépico) e comprimido (anisotropico).

4.3.2.1 a-santonina

Os espectros de RMN de HSQC acoplados em F1 foram adquiridos com tempo
de aquisi¢céo de 0,150 s, 8 transientes, 1024 incrementos em t1, largura espectral de
11 kHz em F1 e 3 kHz em F2 com multiplicacdo das constantes de acoplamento por

um fator k=3. O tempo total do experimento foi de 7h 40 m.
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Os espectros {*H}-13C desacoplados foram adquiridos com tempo de aquisicéo
de 0,57 s, tempo de espera de 2s, 16768 transientes, largura espectral de 21,92 kHz.

O tempo total do experimento foi de 12h 30min.

4.3.2.2 Brucina

Para a brucina no gel de DMA/AN empregaram-se 0s seguintes parametros:

Os espectros de RMN de HSQC acoplados em F1 foram adquiridos com tempo
de aquisicéo de 0,150 s, 8 transientes, 1024 incrementos em t1, largura espectral de
10 kHz em F1 e 4 kHz em F2, e com multiplicacdo das constantes de acoplamento
por um fator k=3. O tempo total da aquisi¢éao foi de 7h 40 m.

Os espectros {*H}-13C desacoplados foram adquiridos com tempo de aquisicéo
de 0,57 s, tempo de espera de 2s, 36000 transientes. O tempo total do experimento
foi de 12h 30min.

Para a brucina no gel de poliestireno os parametros empregados foram:

Os espectros de RMN de HSQC acoplados em F1 foram adquiridos com tempo
de aquisicéo de 0,183 s, 4 transientes, 1024 incrementos em t1, largura espectral de
16 kHz em F1 e 5,6 kHz em F2 e com multiplicacdo das constantes de acoplamento
por um fator k=3. O tempo total do experimento foi de 3h 30min.

Os espectros {*H}-13C desacoplados foram adquiridos com tempo de aquisicéo
de 1,59 s, tempo de espera de 1s, 20000 transientes. O tempo total do experimento
foi de 14h 30min.

4.3.2.3 Sacarose

Para a sacarose foram realizados espectros de RMN de HSQC acoplados em
F1 foi adquirido com tempo de aquisicao de 0,107 s, 4 transientes, 1024 incrementos
em t1, largura espectral de 5 kHz em F1 e 2,4 kHz em F2 e com multiplicacdo das
constantes de acoplamento por um fator k=3. O tempo total dos experimentos foi de
3h 30min.
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4.3.2.4 5-norbornen-2-ol

Os espectros de RMN de HSQC acoplado em F1 foram adquiridos com tempo
de aquisi¢céo de 0,320 s, 4 transientes, 1024 incrementos em t1, largura espectral de
14 kHz em F1 e 2,8 kHz em F2 e com multiplicacdo das constantes de acoplamento

por um fator k=3. O tempo total do experimento foi de 3h 30min.

4.3.3 Experimentos de RMN de Deutério

Para todos os tipos de géis foram realizados experimentos de RMN de ?H. A
sequéncia de pulsos utilizada para obtencédo do espectro de RMN de ?H foi a de pulso
simples (single pulse) com pulso de 150,0 us, tempo de aquisicdo de 2,00 s, 1
transiente, largura espectral de 3,67 kHz, 8 k pontos de memdria e tempo total de

aqguisicao de 22s.

4.4 CALCULOS TEORICOS

4.4.1 Modelagem molecular da a-santonina e brucina

Realizou-se uma busca conformacional sobre as oito possiveis estruturas de a-
santonina usando o campo de forca MMFF94 (HALGEN, 1995) como implementado
no programa Macromodel (MACROMODEL, 2018), usando-se um filtro de energia
relativa de 5 kcal/mol. As estruturas assim obtidas foram otimizadas ao nivel de teoria
B3LYP/6-31G* com o auxilio do software Gaussian09 (GAUSSIANOQ9, 2016).

No caso da molécula de brucina, dos 32 diasteroisdmeros possiveis, apenas
treze geometrias 3D podem ser montadas pelo programa Ligprep (LIGPREP,
2018) sem distorcdo excessiva. Nota-se que as treze configuracbes nao
correspondem totalmente com as treze configuracdes reportadas por Bifulco.
(BIFULCO et al, 2013). Para todos os diasteroisomeros foi encontrado um
Gnico conférmero numa janela de energia de 5 kcal/mol. Além do mais, s6 foram
guardadas aquelas estruturas que apresentavam grupos metoxi coplanares com o
anel aromético. Todas as estruturas assim obtidas foram ent&o reotimizadas ao nivel
de teoria M062X/6-31+G**. As geometrias M062X foram usadas para o calculo dos
tensores de blindagem quimica ao nivel GIAO B3LYP/6-31G*.
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4.4.2 Modelagem molecular da sacarose

A molécula de sacarose foi objeto de uma busca conformacional tipo Monte
Carlo usando o campo de forca MMFF94 conforme implementado no programa
MacroModel. S6 aquelas estruturas cuja energia relativa sobre a conformacéo basal
era menor do que 10 kcal/mol foram guardadas no ensemble final, fornecendo um
total de 355 estruturas. Todas estas conformacdes foram refinadas ao nivel de teoria
de M062X/6-31+G** implementado no Gaussian09 e carregado em IEFPCM com os
parametros de solvatacdo em 4gua. O tensor de blindagem quimica foi computado ao
nivel GIAO/PBE0/6-311+G** empregando as geometrias M062X. Para todos os
célculos de DFT empregou-se o programa Gaussian09 (GAUSSIANO09, 2016).

4.4.3 Modelagem molecular do 5-norbornen-2-ol

As estruturas MMFF94 obtidas de forma semelhante, aos casos anteriores,
para os isdbmeros endo e exo de 5-norbornen-2-ol foram reotimizadas para o nivel DFT
M062X/6-31+G** (ZHAO & TRUHLAR, 2008) usando a grade ultrafina em Gaussian09
(GAUSSIANO09, 2016), resultando em um conjunto final de 6 estruturas, 3 para exo e
3 para endo. Os tensores de blindagem quimica foram obtidos por calculos de ponto
unico nas estruturas previamente otimizadas usando o funcional PBEO (ADAMO &
BARONE, 1999) e o conjunto de bases 6-311+G**,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 GEIS DE N,N-DIMETILACRILAMIDA/ACRILONITRILA (DMA/AN)

Em 2014 Cipriano e colaboradores desenvolveram géis de acrilamida
autorreticulados que apresentavam uma alta resisténcia mecanica (CIPRIANO et al.,
2014). Segundo os autores, esses géis formados pelo processo de autorreticulagéao
sdo altamente elasticos se comparado com géis convencionais e podem ser esticados
até 1350% no estado ndo inchado e 400% no estado inchado, de acordo com os testes
realizados. Além do mais, os géis também sdo superabsorventes e podem absorver
até 3.000 vezes seu peso em agua. O processo de autorreticulacdo mencionado no
artigo de Cipriano e colaboradores é baseado na capacidade de autorreticulacao do
monémero de N,N-dimetilacrilamida (DMA) que j& é conhecida desde a década de 50
(NEEDLES; WHITFIELD,1965). A polimerizacdo do hidrogel é conduzida pelo N,N-
dimetilacrilamida (DMA) na presenca do iniciador de radicais livres, persulfato de
potassio (KPS), juntamente com o comondmero idnico, acrilato de sodio, sem a
utilizagdo de nenhum tipo de reticulante. Consideramos interessante explorar as
propriedades desses géis como meio de alinhamento com o intuito de produzir meios
de alinhamento com melhor comportamento mecanico e, potencialmente, uma maior
reusabilidade.

Seguindo o procedimento relatado, realizamos a sintese de géis de N,N-
dimetilacrilamida autorreticulados, ou seja, 0os géis foram polimerizados sem o uso de
reticulante, simplesmente usando o persulfato de aménia como iniciador radicalar e
agua destilada como solvente. Para a nossa surpresa, 0s geéis sintetizados sao
bastantes quebradicos apdés compressdo do gel no tubo de RMN. Diante disso,
optamos por investigar as propriedades de géis baseados em poliacrilamida, porém
utilizando reticulante. Os géis de poliacrilamida foram um dos primeiros meios de
alinhamento desenvolvidos para biomoléculas, porém ndo sdo bons meios de
alinhamento para moléculas pequenas em solucdo aquosa devido, primeiro ao
elevado grau de alinhamento fornecido, e segundo o gel resulta de forma geral muito
fragil sendo relativamente complicada a sua preparacao.

Decidimos entdo que seria interessante a preparacao de géis baseados em DMA
gue pudessem ser comprimidos de forma reversivel e que pequenas moléculas

organicas tivessem um grau de alinhamento apropriado. Em uma série de
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experimentos preliminares, e como material de referéncia, sintetizamos diversos géis
de p-DMA usando diferentes concentracdes do reticulante diacrilato de etileno glicol
(EGDA) (0,3; 0,5; 0,7% molar) em dimetilformamida como solvente. O gel com 0,3%
de EGDA inchou muito em acetonitrila e também em agua, tocando as paredes do
tubo de RMN de 5 mm e ndo pode ser, portanto, comprimido. O gel com 0,7% de
EGDA ficou muito rigido e também n&o conseguimos comprimi-lo. O gel com 0,5%
inchou em agua menos que o gel com 0,3% e conseguimos comprimi-lo de forma
reversivel no tubo de RMN de 5 mm. Assim, realizamos os experimentos de RMN de
°H com o gel de 0,5% para avalia-lo como meio de alinhamento, mas o gel ndo
apresentou desdobramento do sinal de ?H, o que nos levou a concluir que o gel ndo
pode ser aplicado como meio de alinhamento. Esses resultados nos levaram a realizar
a sintese do copolimero DMA/AN. Com o intuito de evitar os problemas desta
fragilidade dos polimeros de DMA, tentamos sintetizar um copolimero de acrilamida
com acrilonitrila, tentando reduzir a cristanilidade do gel, tendo em conta também as
excelentes propriedades dos géis de poliacrilonitrila recentemente desenvolvidos por
nés (CARVALHO et al., 2019).

Para a sintese dos géis copoliméricos, primeiramente, utilizamos 50% em
volume de cada monémero, ou seja, 50% de N,N-dimetilacrilamida e 50% acrilonitrila.
Esse gel apresentou boa compressao reversivel. Posteriormente, sintetizamos géis
com uma quantidade maior de N,N-dimetilacrilamida, 75% em volume e 25% de
acrilonitrila, para avaliarmos o comportamento do gel nessas condi¢des. A quantidade
de reticulante para cada formulacéo foi fixada em 0,5% de EDGA, tendo em vista que,
em testes anteriores essa quantidade de reticulante foi bastante satisfatéria. Os
resultados referentes ao desempenho dos geéis N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila
(DMA/AN), que foram compativeis com acetonitrila e metanol como meio de
alinhamento, seréo apresentados e discutidos a seguir utilizando moléculas organicas

como brucina e a-santonina.
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5.1.1 Aplicacéo do gel de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila (50:50) como meio

de alinhamento

O intumescimento dos geéis de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila, em uma
relacdo 50:50, foi avaliado em agua e diferentes solventes organicos como
dimetilsulféxido, acetonitrila, metanol, tetrahidrofurano, cloroférmio, acetona e agua.
Apobs 24 horas observou-se que o gel intumesceu bem em acetonitrila e foi observado
um leve intumescimento em DMSO-ds. O gel intumescido em CHsCN apresentava um
comprimento de aproximadamente 4 cm indicando que o gel 50:50 sintetizado poderia
ser um bom meio de alinhamento. A acetonitrila foi o solvente escolhido para a
realizacdo do estudo deste gel como meio de alinhamento. Este € um resultado
relevante, pois a acetonitrila € um dos solventes preferidos para a medida do
dicroismo circular, uma técnica essencial para a determinacdo da configuracédo
absoluta de compostos organicos (PETROVIC et al., 2010). O uso da informacéo
conformacional obtida por meio dos acoplamentos dipolares medidos em géis
compativeis com acetonitrila permitiria uma predicdo baseada em técnicas de DFT
mais precisa, sendo que as popula¢cdes dos diferentes conférmeros poderiam ser
determinadas pelas andlises dos RDCs obtidos no meio de alinhamento (TROCHE-
PESQUEIRA et al., 2017).

Antes da aquisicdo dos espetros de RMN o gel ficou equilibrando por quatro
dias para garantir uma boa homogeneidade do gel (Figura 15).

Figura 15- Gel de DMA/AN intumescido em acetonitrila-ds.

Fonte: A autora (2021).

A seguir foram realizados experimentos de RMN de 2H como uma primeira
avaliacao das propriedades do gel como meio de alinhamento. Em um tubo de RMN
de 5 mm contendo o gel intumescido em acetonitrila deuterada foi analisado nos

estados relaxado (isotropico) e comprimido (potencialmente anisotrépico) (Figura 16).
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Quando o gel esta relaxado é possivel observar o sinal do solvente dentro do gel (pico
mais intenso) e o sinal proveniente de uma camada isotropica de solvente em torno
do gel (pico menos intenso).

Usando o dispositivo desenvolvido por NewEra™ (Figura 6b), (New Era, 2012)
o gel péde-se comprimir até atingir apenas 3 cm de comprimento. Como resultado da
anisotropia criada pela compresséo, o sinal no espectro de ?H correspondente a
CD3CN dentro do gel desdobrou-se em um dupleto de 15 Hz. O singleto
correspondente ao resto de solvente isotrépico ainda é observado no gel comprimido.

Figura 16- Espectro de RMN de 2H do gel de DMA/AN (a)relaxado (isotropico) e (b) comprimido
(anisotrépico) intumescido em acetonitrila-ds.

(a) Acetonitrila-ds dentro do gel (b) [ ) Avg= 15Hz

Acetonitrila-ds
fora do gel

-

04 02 00 -02 -04 -06 -0.8 03 01 -01 -0.3 -05 -0.7 -0.9 -1.1

f1 (ppm) f1 (ppm)
Fonte: A autora (2021).

Visualmente o gel tem uma aparéncia bastante homogénea e sua compressao
é reversivel, podendo ser executada varias vezes. No espectro no espetro de ?H com
o gel comprimido € possivel observar o diferente largo das duas linhas do dupleto que

se deve a existéncia de inomogeneidade fisica que gera diferentes graus de
alinhamento ao longo do gel como descrito em experimentos de imagem de ?H-RMN
(TRIGO-MOURINO et al., 2013). No entanto, esse grau de inomogeneidade n&o
comprometeu a aplicacdo do gel como meio de alinhamento para a medida dos RDCs.

Com o intuito de avaliar o gel como meio orientador para a extracdo de RDCs
e RCSAs, utilizamos duas moléculas testes a-santonina e brucina, moléculas alvo de
analise no nosso estudo prévio usando géis de poliacrilonitrila. Além disso, sdo
moléculas de facil acesso do nosso grupo de pesquisa. Os resultados séo

apresentados a seguir.
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5.1.1.1 Medidas dos RDCs da a-santonina  no gel de N,N-
dimetilacrilamida/acrilonitrila (DMA/AN) (50:50) em acetonitrila

Os RDCs 'DcH para a molécula de a-santonina (Figura 17) no gel DMA/AN
(50:50) foram medidos mediante experimentos de HSQC acoplado em F1. A Figura
18 apresenta os espectros de HSQC-F1 para a molécula de a-santonina no gel nas

condicdes diferentes: (a) relaxada (isotropica) e (b) comprimido (anisotrépica).

Figura 17- Estrutura e numeracao da molécula de a-santonina

oot CL

\\\\\\H

Fonte: A autora (2021).

Na Figura 18c sdo mostrados os sinais de correlacdo entre carbono e
hidrogénio para o par C9b-H9b a-santonina. O experimento de HSQC acoplado em
F1 fornece para cada sinal, ou seja, para cada par de C-H um dupleto que € devido
ao acoplamento (desdobramento do sinal). Os sinais observados sdo essenciais para
obtengéo dos valores de RDC. Estes valores foram obtidos a partir da diferenca (*Dch
= 1Tcn-1JcnH) entre o acoplamento total 'Tch (condicdo comprimida) e o acoplamento

1Jch (condicéo relaxada).
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Figura 18- Espectros de HSQC da a-santonina acoplado em F1 no gel de DMA/AN com o gel (a)
relaxado (isotrdpico), (b) comprimido (anisotrdpico) e (c) expanséo do espectro mostrando a medida
do acoplamento para o par C9b-H9b.
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Fonte: A autora (2021).

Apos a realizacdo dos experimentos de HSQC-F1, foi possivel medir, para a a-
santonina, os dez valores de RDCs Dch da a-santonina em um intervalo de -14,4 a
5,4 Hz (Tabela 3).

Tabela 3 - Constantes de acoplamento escalar (*Jcn), acoplamento total (*TcH) da a-santonina e
valores de RDC (*Dcn) obtidos experimentalmente no gel DMA/AN/acetonitrila-ds.

indice do &tomo T Ncn 'Dcn
de carbono (H2) (H2) (H2)
3 1134 127,8 -14,4
3a 118,8 133,2 -14,4
4 124,6 130,9 -6,3
5 124,2 129,6 -5,4
6 163,8 160,2 3,6
7 171,0 165,6 54
9 136,8 149,4 -12,6
CH3-C3 124.8 128,4 -3,6
CH3-Cba 132,6 129,6 3,0
CH3-C9 128,4 129,0 -0,6

Fonte: A autora (2021).
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Os RDCs 'DcH obtidos foram aplicados a determinacéo da configuracéo relativa
da a-santonina, que apresenta quatro estereocentros nas posi¢cées C5a, C9b, C3a e
C3 (Figura 17) apresentando, portanto, oito possiveis diastereoisomeros. ApO0s o
ajuste do SVD, usando o programa MSpin, destes dados de RDCs as estruturas dos
oito diastereoisdmeros obteve-se um fator de qualidade Q = 0,011 para a configuracéo
correta da a-santonina (SSSS) enquanto que a segunda estrutura melhor classificada
(SRRR) obteve um fator Q de 0,062 (Figura 19). Desta forma, os RDCs medidos
forneceram uma boa discriminacdo da configuracdo relativa na a-santonina,
lembrando que, quanto mais préximo de zero o fator Q, melhor o ajuste entre os RDCs
experimentais e os calculados. Os arquivos de entrada para o programa MSpin input

contendo os valores de RDCs experimentais estédo disponiveis no Apéndice C 1.

Figura 19- Fatores Q para as oito configuracdes da a-santonina usando dados de RDCs.
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Fonte: A autora (2021).

5.1.1.2 Medidas dos RCSAs da «a-santonina no gel de N,N-
dimetilacrilamida/acrilonitrila (DMA/AN) (50:50) em acetonitrila

Os valores de RCSAs foram obtidos a partir da diferengca de deslocamento
guimico nos espectros de RMN de '°C para o gel relaxado e comprimido como
mostrado na Figura 20. Um problema fundamental € como referenciar os dois
espectros para a obtencdo do RCSA a correcdo isotropica como discutido
anteriormente. A referéncia que tomamaos primeiramente foi o carbono da metila ligado
ao carbono 9 (CH3-C9) mais blindado no espectro, porém o sinal deste estd muito
alargado, e devido a isto tomamos como referéncia o segundo carbono mais blindado
gue corresponde ao carbono da metila ligado ao carbono 3 (CH3-C3). A Tabela 4

apresenta os valores dos RCSAs experimentais e o0s valores referentes ao
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deslocamento quimico da contribuicdo isotropica (Adisotrspicos) Medidos no gel
relaxado. Os dados de input contendo os valores de RCSAs experimentais estao

disponiveis no Apéndice C 2.

Figura 20 - Espectros de RMN de *3C da a-santonina do gel de DMA/AN relaxado (isotrépico) na cor
vermelha e comprimido (anisotrépico) em azul, intumescido em acetonitrila-ds.
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Fonte: A autora (2021).
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Tabela 4 - Deslocamento quimico de '3C da a-santonina, RCSA e Adisorrépicos €Xperimentalmente no
gel DMA/AN/acetonitrila-da.
Atomo de & C (ppm) RCSAexperimental Adisotropico

Carbono (ppm) (ppm)

2 178,1 -0,022 0,097

3a 53,3 -0,012 0,016

40,3 -0,014 0,143

22,4 -0,015 0,014

37,6 -0,011 0,129

5a 41,6 -0,006 0,110

6 156,1 -0,019 0,069

7 1249 -0,025 -0,108

8 186,1 -0,023 0,130

9 127,1 -0,027 0,175

9a 152,8 -0,024 0,073

9b 81,2 -0.010 0,142
CH3-C3* 11,9 - -

CHz-C5a 24,2 -0.012 0,072

CHs-C9 10,2 -0,002 -0,000

* Referéncia interna.
Fonte: A autora (2021).

De forma semelhante aos RDCs, os RCSAs obtidos foram aplicados a
determinacao da configuracao relativa da a-santonina. Apés o ajuste do SVD desses
dados de RCSAs as estruturas e blindagens quimicas calculadas para os oito
diastereoisodmeros forneceu um fator de qualidade Q = 0,267 para a configuracdo
correta da a-santonina (SSSS), mas um valor Q = 0,266 quase idéntico foi obtido para
a estrutura incorreta (SSRR) (Figura 21). Quando combinamos os valores de RDCs e
RCSAs no ajuste de SVD obtivemos o menor fator Q = 0,083 para a estrutura correta
(SSSS) (Figura 22). Possivelmente, a falta de discriminacdo quando so os valores de
RCSAs foram usados é causada pela excessiva largura dos sinais de '3C no espectro

do gel comprimido.
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Figura 21 - Fatores Q para as oito configuragdes da a-santonina usando dados de RCSAs, no gel
DMA/AN/acetonitrila-ds
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Fonte: A autora (2021).

Figura 22 - Fatores Q para as oito configuragcdes da a-santonina usando dados de RDCs e RCSAs
combinados, no gel DMA/AN/acetonitrila-ds
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Fonte: A autora (2021).

5.1.1.3 Medidas dos RDCs da brucina no gel de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila
(DMA/AN) (50:50) em acetonitrila

Avaliamos o desemprenho do gel de DMA/AN também com a molécula de
brucina (Figura 23). Foi possivel medir 15 valores de RDCs que variaram de -9,9 a
23,0 Hz (Tabela 5). Apenas o valor de RDC para o acoplamento C8-H8 néo pdde ser
extraido, devido ao fato de o sinal no espectro correspondente ao gel comprimido
aparecer sobreposto a outros sinais no espectro HQSC-F1. Contudo, a falta do RDC

correspondente ao par C8-H8 ndo comprometeu a discriminagéo da estrutura correta.
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Figura 23 - Estrutura da brucina com a identificagdo numérica dos carbonos.

Fonte: A autora (2021).

Tabela 5 - Constantes de acoplamento escalar (*Jc), acoplamento total (*Tcx) da brucina e valores
de RDC (*Dch) obtidos experimentalmente no gel DMA/AN/acetonitrila-ds.

indice do &tomo  Tcw en Den
de carbono (H2) (H2) (H2)
1 148,3 157,9 -9,6

4 156,8 165,6 -8,8

11 131,1 130,5 0,6

12 150,2 150,8 -0,6

13 126,1 125,9 0,2

14 131,6 132,0 -0,4

15 120,4 130,3 -9,9

16 171,0 147,0 23,0

17 138,8 132,8 6,0

18 146,6 138,3 8,3

20 132,8 138,8 -6,0

22 154,0 159,2 -5,2

23 149,3 141,6 7,7
OMe-C2 148,7 1447 4,0
OMe-C3 145,7 1441 1,6

Fonte: A autora (2021).

Os valores experimentais de RDC foram ajustados para cada um dos treze
diastereoisdmeros da brucina de forma similar a a-santonina. Um fator Q de 0,047
(SRRSSR) foi obtido para a configuragcéo correta da brucina, enquanto a segunda
melhor estrutura obteve um fator Q de 0,178 (Figura 24). Os RDCs experimentais
forneceram, portanto, boa discriminagao entre as estruturas. O arquivo de entrada

para o programa MSpin esta disponivel no Apéndice C 3.
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Figura 24 - Fatores Q para as trezes configura¢des da brucina usando dados de RDCs, no gel
DMA/AN/acetonitrila-ds
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Fonte: A autora (2021).

5.1.1.4 Medidas dos RCSAs da brucina no gel de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila
(DMAJ/AN) (50:50) em acetonitrila

Novamente os valores de RCSAs foram obtidos comparando o deslocamento
guimico nos espectros de RMN de *3C para o gel relaxado e comprimido. A referéncia
interna que tomamos foi o carbono mais blindado que correspondente ao carbonol5
da brucina. A Tabela 6 apresenta os valores dos RCSAs experimentais e os valores
referentes ao deslocamento quimico da contribuicdo isotropica (Adisotrspicos) Medidos
no gel relaxado. Os dados do arquivo de entrada contendo os valores de RCSAs
experimentais estao disponiveis no Apéndice C 4.

Os sinais da brucina ficaram bastante alargados no gel comprimido. A
sobreposicao dos sinais fez com que ndo fosse possivel a extracdo dos RCSAs de
algumas regides com carbonos proximos como € o caso dos carbonos 11 e 17 que
ficam na regido entre 41 e 42 ppm, os carbonos 7 e 20 na regido entre 51 e 52 ppm e

0s carbonos dos grupos metoxila na regido entre 55 e 56 ppm.
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Tabela 6- Deslocamento quimico de 3C da brucina, RCSA e Adisotrépicos €Xperimentalmente no gel
DMA/AN/acetonitrila-da.
Atomo de &C (ppm)  RCSAexperimental ABisotropico

Carbono (ppm) (ppm)
1 106,9 -0,005 0,103
2 146,2 -0,030 0,167
3 148,9 -0,003 0,172
4 100,7 0,004 0,131
5 135,9 -0,053 0,193
6 124,2 -0,015 0,247
7 51,0 ND ND
8 60,2 -0,008 0,182
10 169,0 -0,034 0,140
11 41,0 ND ND
12 77,3 0,000 0,183
13 47,8 -0,010 0,189
14 31,2 -0,011 0,194
15* 26,4 - -
16 59,5 -0,008 0,147
17 42,0 ND ND
18 49,7 -0,014 0,107
20 52,0 ND ND
21 140,1 -0,027 0,405
22 126,9 -0,019 0,152
23 64,0 -0,017 0,146

OMe-C2 56,0 ND ND

OMe-C3 55,6 ND ND

ND: Nao determinado. *: Referéncia interna.
Fonte: A autora (2022).

ApoOs 0 ajuste por SVD desses dados de RCSAs para a geometria otimizada
das estruturas no programa MSpin forneceu um fator de qualidade Q = 0,181 para a
configuragéo correta da brucina (SRRSSR), porém um fator menor Q = 0,136 foi obtido
para o epimero SRRSSS (Figura 25). Quando combinamos os valores de RDCs e
RCSAs e obtivemos o menor fator Q = 0,086 para a estrutura correta (SRRSSR)
(Figura 26). Da mesma forma que ocorreu com o0s resultados da a-santonina,
acreditamos que o ajuste, quando empregando apenas com valores de RCSAs,
forneceu resultados imprecisos devido a excessiva largura dos sinais no espectro de
13c_
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Figura 25 - Fatores Q para as trezes configuracdes da brucina usando dados de RCSAs, no gel
DMA/AN/acetonitrila-ds
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Figura 26 - Fatores Q para as trezes configuragdes da brucina usando dados de RDCs e RCSAs
combinados, no gel DMA/AN/acetonitrila-ds

0,5 0,459
0,45 0,437 - 0,428
0394 11 0,384 M

o
~

0,35
0,286

o
w

0,2_65012_6907256

025 0,193 0,202 0,203

o
N

0,15
0,086

0,05 H
0

F &S ?& & F & F
% q& @ S
gQ& 3@ QS ‘5@ c}‘% Q& c\,$$ 5‘58

Fator Q (RDCs + RCSAS)
o

Fonte: A autora (2022).

5.1.2 Aplicacédo do gel de N,N-dimetilcrilamida/acrilonitrila (75:25) em metanol

como meio de alinhamento

Apobs a sua sintese, o intumescimento do gel 75:25, foi avaliado em diferentes
solventes como dimetilsulfoxido, acetonitrila, metanol, tetrahidrofurano, cloroférmio,
acetona e agua. Ap6s 24 horas o gel intumesceu bem em metanol e também em
acetonitrila.  Os géis intumescidos apresentaram um comprimento de

aproximadamente 4 cm. Dessa forma, o metanol foi o solvente escolhido para a
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realizacdo do estudo deste gel como meio de alinhamento. Para a realizagcdo dos
espetros de RMN o gel foi colocado em um tubo de RMN junto ao solvente e a
molécula teste. Este sistema ficou equilibrando por quatro dias para garantir a
homogeneidade mecénica e difusdo da molécula teste no gel.

ApOs a avaliagdo do intumescimento do gel em metanol, foram realizados
experimentos de RMN de ?H a fim de investigar as suas caracteristicas como meio de
alinhamento. O tubo de RMN de 5 mm contendo o gel intumescido com CD3OD foi
analisado no estado relaxado e no comprimido (Figura 27). A Figura 27b mostra o
espectro de ?H para o gel totalmente comprimido mostrando um valor de divisdo
guadrupolar para o sinal da hidroxila deuterada de 10,3 Hz. Este valor é
aproximadamente setenta por cento maior do que reportado por Gil e colaboradores
(6,1 Hz) para o gel de metacrilato de éter dietilenoglicol metilico (p-DEGMEMA)
(GARCIA et al., 2016).
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Figura 27 - Espectro de RMN de ?H do gel de DMA/AN (a) relaxado (isotropico) e (b) comprimido
(anisotrépico) intumescido em metanol-da.
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Fonte: A autora (2021).

5.1.2.1 Medidas dos RDCs da brucina no gel de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila
(DMAJ/AN) (75:25) em metanol

O desempenho do gel como meio de alinhamento foi também testado na
molécula de brucina. Foi possivel obter quinze valores de RDCs entre -15,1 e 15,9 Hz
(Tabela 7). Apenas o valor de RDC do par C16-H16 nao foi possivel extrair, devido a
sobreposicao do sinal correspondente no espectro de HSQC com os sinais do gel
comprimido. A Figura 28 apresenta o espectro de HSQC-F1 da brucina no gel

comprimido, evidenciando esta sobreposicao.
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Figura 28 - Espectro de HSQC 'H-*C acoplados em F1 da brucina no gel de DMA/AN em metanol-da4
comprimido (anisotrépico) mor_strandg\a_sqbrreposigéo de alguns sinais.
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Fonte: A autora (2021).
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Tabela 7 - Constantes de acoplamento escalar (1JcH), acoplamento total (*TcH) da brucina e valores
de RDC (*Dcr) obtidos experimentalmente no gel DMA/AN/metanol-da.

indice do atomo  Tcy e Dcn
de carbono (H2) (H2) (Hz2)
1 163,5 157,2 6,3
4 172,4 166,1 6,3
8 143,3 145,8 -2,5
11 127,7 130,4 -2,7
12 134,5 149,6 -15,1
13 122,3 125,5 -3,2
14 117,9 133,1 -15,2
15 120,3 131,1 -10,8
16 ND ND ND
17 141 .4 133,8 7,6
18 155,3 139,5 15,8
20 124,4 139,5 -15,1
22 153,4 158,5 -5,1
23 140,7 141.,4 -0,7
OMe-C2 143,3 1445 -1,2
OMe-C3 145,0 144,5 0,5

ND: Ndo determinado.
Fonte: A autora (2022).

Estes RDCs experimentais (Tabela 7) foram ajustados mediante SVD as
estruturas dos diferentes diastereoisdbmeros da brucina (Figura 29) obtendo-se um
fator de qualidade Q = 0,069 para a configuracdo correta da brucina (SRRSSR)
destacada em azul na Figura 29, enquanto que obteve-se obteve um fator Q de 0,219

para a segunda melhor estrutura (Figura 30). Dessa forma, os RDCs medidos
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fornecem, boa discriminagdo para a configuracdo correta da brucina. Os arquivos de

entrada para o programa MSpin estéo disponiveis no Apéndice C 5.

Figura 29 — Estruturas dos treze diastereoisébmeros da brucina.

(TR,85,12R,13R,14R,165) (TR,85,125,135,145,16R)

(TR,35,125,13R,145,16R) (TR,3S,127,13R,145,16R) (TR,3R,125,135,14R,165)

N
MeO
MeC N
) H
(TREBR,12R 135,14R,165) (FRBR12513R,14R,165)
N
MO
MeQ N WY
0 H

(TR,BR,12R,13R,14R,165) (TRB8R,12R,135,145,16R)

Fonte: A autora (2021).
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Figura 30 - Fatores Q para as trezes configuracdes da brucina usando dados de RDCs, no gel
DMA/AN/metanol-da.
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5.1.2.2 Medidas dos RCSAs da brucina no gel de N,N-dimetilacrilamida/acrilonitrila
(DMAJ/AN) (75:25) em metanol

Com os espectros de '3C da brucina no gel de DMA/AN em metanol ndo
conseguimos obter medidas precisas de RCSA por causa do alargamento dos sinais,
especialmente, no estado comprimido e apenas nove RCSAs puderam ser medidos
com alguma confianga. Ainda assim, os sinais referentes a estas medidas sdo muito
alargados dificultando a preciséo. A Figura 31 mostra os espectros de RMN de *C do
gel de DMA/AN relaxado (isotropico) na cor vermelha e comprimido (anisotrépico) em
preto intumescido em metanol-d4, com destaque para o carbono 3 da brucina em 149
ppm.

Analisando a largura de linha a meia altura dos sinais da brucina no espectro
de RMN de *3C, notamos que a largura dos sinais do gel relaxado e comprimido sédo
bem distintos. Os valores sdo de aproximadamente 3 Hz para o gel relaxado e 6 Hz
para o gel comprimido. Comparando esses valores aos obtidos no gel de
poliacrilonitrila (trabalho de mestrado da autora) que séo 2 Hz e 3 Hz, respectivamente
€ possivel observar que o gel de DMA/AN/metanol apresenta sinais alargados.
Possivelmente, o alargamento dos sinais no estado comprimido do gel é causado por
uma maior inomogeneidade fisica e flambagem do gel e, por sua vez, causa uma
maior dificuldade para obter um bom shimming. A Figura 31 mostra um destaque para
a sobreposicao do sinal em 149 ppm do carbono 23 no gel relaxado e comprimido em

gue é evidenciado o alargamento do sinal.
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Figura 31 - Espectros de RMN de **C do gel de DMA/AN relaxado (isotrépico) na cor vermelha e
comprimido (anisotropico) em preto intumescido em metanol-da.
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Fonte: A autora (2021).

O gel de DMA/AN apresentou resultados satisfatorios em relacdo a extracédo
dos acoplamentos dipolares residuais (RDCs), tanto empregando acetonitrila como
metanol como solvente, o que ficou evidente nos resultados utilizando as moléculas
teste a-santonina e brucina, permitindo, assim, a sua aplicagdo como meio de

alinhamento.

52 GEL DE ACRILONITRILA/ACIDO 2-ACRILAMIDA-2-METIL-1-PROPANO
SULFONICO (AN/AMPS)

Inicialmente, o gel de AN/AMPS foi sintetizado utilizando diacrilato de etileno
glicol (EGDA) como reticulante. O gel apresentou um aspecto visual bastante
homogéneo, porém com a compressao do gel notou-se uma pequena ondulagdo no
mesmo. Dessa forma, pensamos em utilizar diacrilato de 1,4-butanodiol (BDA), um
reticulante com uma cadeia carbdnica maior que o EGDA, a fim de tornar o polimero
mais flexivel. A melhor concentracdo de reticulante encontrada para os géis foi de
0,05%, outras concentracbes como 0,1 e 0,2% o gel, apos intumescer, chegava a

tocar as paredes do tubo de RMN, impossibilitando a compressao do mesmo. ApoOs
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a polimerizacdo com BDA e lavagem do gel como citado no procedimento
experimental, o gel foi testado quanto ao seu intumescimento em alguns solventes
como acetonitrila, metanol, dimetilsulfoxido, cloroférmio e agua, onde se observou um
bom grau de intumescimento. Devido a isso, os experimentos de RMN foram
realizados com o gel em agua deuterada (D20), investigando as propriedades deste
polimero como meio de alinhamento para solu¢cdes aquosas.

Investigamos, inicialmente, o comportamento do gel frente a diferentes
temperaturas em uma faixa de 0° a 60°C. Tomando como referéncia o intumescimento
a 30°C (100% de intumescimento), baixando a temperatura para 0 °C causa uma
diminuicdo de 40% do inchamento enquanto aquecendo até 60 °C o intumescimento
€ aumentado, por exemplo, em 20%. O gel incha muito bem de 30 a 60 °C, mas a taxa
de intumescimento diminui em temperaturas mais baixas como mostrado na (Tabela
8).

Tabela 8 - Intumescimento do gel em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Comprimento (cm)?
0 0,8
10 0,8
20 0,8
30 1,0
40 11
50 1,1
60 1,1

a) O comprimento do polimero seco é de 0,5 cm.
Fonte: A autora (2022).

Apébs os testes anteriores foi preparado um tubo de RMN de 5 mm com o
sistema gel/molécula/solvente e foi realizado experimentos de RMN de HSQC-F1.
Com os resultados desses espectros de HSQC percebemos que a sacarose, molécula
teste, estava hidrolisando no gel, devido a isto o protocolo de lavagem foi modificado
e uma etapa de lavagem com uma solucdo aquosa de carbonato de potassio com pH
9 foi usada para corrigir o pH do gel e evitar a hidrélise acida na molécula em estudo.
Usando este protocolo de lavagem nédo foi observada a hidrolise de nenhuma
molécula teste.

Testamos o desempenho do gel como meio de alinhamento de RMN utilizando

varias moléculas compativeis com agua de diferentes naturezas quimicas, algumas
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delas ja alvo de andlise de RDC, trés moléculas ndo ibnicas, nomeadamente sacarose
(SILVA, et al., 2020; VENABLE et al., 2005), 5-norbornen-2-ol (TROCHE-
PESQUEIRA, et al., 2014) e azidotimidina (AZT) e, finalmente, cefuroxima sodica

como exemplo de molécula ibnica.

5.2.1 Aplicacédo do gel de AN/AMPS como meio de alinhamento em agua

5.2.1.1 Sacarose

A molécula de sacarose foi objeto de estudo no novo gel compativel com agua.
A Figura 32 apresenta a estrutura quimica da sacarose em que g e f referem-se a
anéis de glucopiranosil e frutofuranosil, respectivamente.

Para a realizacao das analises de RMN foi preparado um tubo de RMN de 5mm
com 600 ul de D20 e 15 mg de sacarose. Apos o intumescimento o gel relaxado
apresentou um comprimento de 4 cm e ap0s a compressao do gel com o dispositivo

o0 comprimento do gel foi reduzido para 3,5 cm.

Figura 32 - Estrutura e numeracgéo de sacarose.
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Fonte: A autora (2022).

Para a avaliag&o inicial do grau de alinhamento e homogeneidade do gel, foram
realizados experimentos de RMN 2H. Os espectros foram medidos em duas condi¢des
distintas: a primeira com o gel no estado isotropico (relaxado) (Figura 33a) e a
segunda com o gel no estado comprimido (anisotrépico) (Figura 33b). No estado
comprimido foi observado um valor da divisao quadrupolar de 55 Hz. Na Figura 33b,
podemos observar um sinal intenso com uma largura de linha menor, referente ao
sinal isotropico da D20, isso ocorre devido a maior mobilidade do solvente fora do gel.

Em contrapartida, o sinal de D20 anisotrdpico, origina sinais com uma largura de linha



85

maior, em virtude de uma maior restricdo do movimento do solvente, por causa da

compressao do gel, resultando em tempos de relaxacdo mais longos.

Figura 33 - Espectro de RMN de 2H do gel de AN/AMPS (a) relaxado (isotropico) e (b) comprimido
(anisotropico) intumescido em D2O.

a) b)
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Fonte: A autora (2022).

E possivel, no entanto, reduzir amplamente o grau de alinhamento do gel
ajustando adequadamente o grau de compressao. Conforme as Figuras 34-36 em que
sdo mostrados os espectros de ?H e 'H do gel contendo sacarose é possivel
acompanhar a mudanca no perfil do espectro de acordo com a compressao do gel.
Realizamos a compressao do gel em etapas de aproximadamente 1-1,5 mm até 5 mm
como mostra a tabela 9. Nesse caso, é observado uma variacao nos valores da divisdo
guadrupolar com o aumento da compresséao do gel que variou de 0 com o gel relaxado
a 55 Hz, como também no acoplamento escalar medido para o pr6ton anomerico da
sacarose que variou de 3,80 Hz para o gel relaxado a 11,3 Hz com a compressao de
5 mm do gel (tabela 9).
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Tabela 9 - Valores para a divisdo quadrupolar de ?H e acoplamento escalar do préton anomérico da
sacarose de acordo com o grau de compresséo do gel. O gel foi comprimido em quatro etapas de ~1-
1,5 mm até 5 mm.

Etapa de compresséo 1H (Hz) 24 (H2)
Relaxado 3,80 0,0
#1 6,7 17,0
#2 7,8 25,7
#3 8,7 334
#42 11,3 55,0

a) Compressédo de 5 mm.
Fonte: A autora (2023).

Figura 34 - Espectros de RMN 2H no gel relaxado e comprimido em etapas sucessivas de até 5 mm.
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Fonte: A autora (2023).
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Figura 35 - Espectro de RMN de 'H da sacarose no gel de AN/AMPS relaxado com detalhe para a

regido do préton anomérico.

530 525
f1 (ppm)

A

53 51 49 47 45 43 441

1 (ppm)
Fonte: A autora (2023).
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Figura 36 - Espectros de *H NMR correspondentes a regido do préton anomérico da sacarose no gel
relaxado e comprimidos em etapas sucessivas até 5 mm.

i
ll.."|l "'|I I.'I \/-\\,.
- - YN M
|IIIII M
I| l'._,n'l |
\J \_ #3
#2
#1
1
||“|I|
A ."| Relaxado
I R S

'562 558 554 550 546 542 538 534 530 526 522 518 514 510 506 502
f1 (ppm)

Fonte: A autora (2023).

Para a medicdo dos RDCs foram realizados os espectros de HSQC-F1 H-13C
nas duas condi¢des isotropico (gel relaxado) e anisotropico (gel comprimido). O
espectro de HSQC-F1 da sacarose nestas duas condi¢des é apresentado na Figura

37.

Figura 37 - Espectros de HSQC acoplado em F1 da sacarose no gel AN/AMPS/D20 com o gel (a)
relaxado (isotropico) e (b) comprimido (anisotrpico).
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Fonte: A autora (2023).
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Os RDCs 'DcH foram determinados como a diferenga entre os acoplamentos
medidos nos estados comprimido (*TcH) e relaxado (*JcH) do gel (*Dch = 1Tch —1Jch).
Os espectros HSQC-F1 obtidos foram muito limpos com pouco ou nenhum sinal do
polimero (Figura 37). A sobreposicéo de sinal também nao foi observada e a diferenca
de deslocamento quimico entre os sinais dentro e fora do gel é de aproximadamente
0,04 ppm. Estas caracteristicas sdo muito importantes, tendo em vista que sinais de
fundo, seja do polimero ou até mesmo de algum reagente ou solvente da
polimerizagéo, atrapalham a visualizag&@o dos sinais da molécula teste. A partir desses
experimentos, foi possivel determinar todos os RDCs 'DcH da sacarose
compreendendo uma faixa de -8,0 a 11 Hz, conforme mostrado na Tabela 10.

De acordo com os valores 1Jcn mostrados na Tabela 10 é possivel observar
gue os valores isotrépicos de *Jch encontrados no gel relaxado estédo de acordo com
os observados no trabalho de Silva (SILVA et al., 2020), porém os valores encontrados
neste trabalho apresenta algumas diferencas importantes daqueles relatados por
Venable e Knoll (KNOLL et al., 2022; VENABLE et al., 2005).

Tabela 10 - Constantes de acoplamento escalar (*Jck), acoplamento total (*TcH) da sacarose e
valores de RDC (*Dch) obtidos no gel AN/AMPS/D:0.

Acoplamento Tend Lecn? LJcuP Lcns L3y IDcKH?
(Hz) (Hz) (Hz) (Hz) (Hz) (Hz)

Clg-Hig 161,1 169,12 170,3 169,6 169,9 -8,0
C2g-H2g 137,3 1416 1415 1439 1443 -4,3
C3g-H3g 139,5 1424 142,3 1453 1454 -2,9
C4g-H4g 141,0 1440 144,3 1448 1445 -3,0
C5g-H5¢g 141,3 1443 1445 1449 1443 -3,0
C6g-Hég 142,3 143,9 1437 - - -1,6
C1f-Haf 145,6 1449  145,0 - - 0,7
C3f-H3f 155,5 148,1 149,0 143,1 1446 7.4
CAaf-H4f 154,1 150,6 151,8 138,4 145,2 3,5
C5f-H5f 163,1 152,4 152,22 147,1 1489 10,7
Co6f-Ho6f 143,8 1440 1439 - - -0,2

a) Valores Jch obtidos neste trabalho b) valores Jch de Silva et al., 2020, c) Venable et al., 2005 e
d) valores XJcH de Knoll et al., 2022.
Fonte: A autora (2023).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000862150500056X?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000862150500056X?via%3Dihub#!
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Apés a obtencdo dos dados de RDCs experimentais, estes foram utilizados
para estudar a conformacao da sacarose. Todos 0s arquivos de entrada contendo os
valores de RDCs experimentais estao disponiveis no Apéndice D 1. Para este estudo,
usamos o ensemble de 355 conformacdes de sacarose obtido usando o campo de
forca MMFF94 reportado em Silva et al., 2020. Em seguida os dados de RDCs obtidos
experimentalmente foram carregados no programa StereoFitter juntamente com as
355 conformacdes, onde foi realizada uma selecéo conformacional baseada no critério
de Akaike. Tendo em vista que a sacarose tem elevado grau de flexibilidade, para
podermos aplicar a aproximacao do tensor unico, tivemos que escolher um marco de
referéncia comum as diferentes conformacdes. Este marco de referéncia foi definido
mediante sobreposicao, para isto, foram escolhidos os atomos que definem o centro
tetraédrico em Clg (C2g-Clg-H1g-O1g-0O2f) como fragmento comum as diferentes
conformagdes.

A conformacdo das moléculas de dissacarideos pode ser definida pelos
angulos diedros de torcdo @ (phi) e W (psi) ao redor da ligacéo glicosidica. Para a
sacarose os angulos diedros ® e W sao definidos como ® (05g-C1g-02f-C2f) e W
(C1g-O2f-C2f-O5f) (Figura 38).

Figura 38 - Estrutura da sacarose com definicdo de angulos diedros.
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Fonte: Adaptado de Rozada et al., (2016).

O programa StereoFitter permite gerar diferentes combinacbes de
conformacdes até minimizar o valor do critério de informacéo de Akaike (AIC) definido

como na equacéao 18:

AIC= c*+2(m-1)= Z[%} +2(m-1) (18)
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7

Onde m é o nimero de conformagbes no ensemble considerado e o® a
incerteza associada ao ajuste dos RDCs (no nosso caso foi considerada uma
incerteza o® = 1 Hz.

O melhor ajuste entre os RDCs e o0 conjunto de conformagdes apresentou um
fator Q = 0,016 que corresponde ao par de conformacdes representado na Figura 39.
A primeira conformacéo, 1-S1, é proxima da conformacéo de raios X com angulos ®
=112° e W =-36° (os angulos na estrutura cristalina sdo ® = 108° e W =-45° (BROWN
e LEVY,1973), e esta proximo da conformacg&o maior obtida por Silva no cristal liquido
de bisperilenimida (P = 113° e W = -56°) (SILVA et al., 2020). A segunda conformacao,
1-S3, nome que segue convencao no trabalho de Immel (IMMEL & LICHTENTHALER,
1995), apresenta valores de ® = 106° e W = 67°, enquanto os valores correspondentes
na segunda conformagao no trabalho de Silva sdo de ® = 106° e W = -168° mais
proximo da conformacéo 1-S2 de Immel. A proporcdo da populacdo computada entre
os conformadores 1-S1 e 1-S3 foi de 20:80, enquanto 1-S1 e 1-S2 foram de 55:45.
Possivelmente, os dados RDC encontrados para a sacarose no gel de AN/AMPS sao
menos precisos devido ao pequeno tamanho dos RDCs, uma comparacao justa entre
esses valores envolveria uma analise estatistica adequada, e provavelmente, indo

além da aproximacédo do tensor Unico, que ndo € o objetivo do presente trabalho.

Figura 39 - Conformacg®@es da sacarose ajustados por meio do uso dos RDCs implementados no
programa StereoFitter.

1-81 1-S2 1-S3
20% 0% 80%
55% 45% 0%

Fonte: A autora (2023). Tipo normal: populacdes computadas neste trabalho. Tipo italico: os obtidos
por Silva (SILVA et al., 2020).

Para comparar o grau de alinhamento, ou seja, a forca do alinhamento do gel
de ANJAMPS com outros meios ja descritos na literatura, utilizamos os resultados de



92

RDCs da sacarose publicados no trabalho de Silva e colaboradores (SILVA et al.,
2020). Ao fazermos o ajuste de RDCs experimentais e calculados no programa MSpin
€ gerado um tensor de alinhamento, assim comparamos o tensor de alinhamento da
sacarose obtido no gel de AN/AMPS com o obtido por Silva no cristal liquido de
bisperilenimida. Esses dois tensores podem ser comparados em termos de grau de
ordem generalizado (GDO), em que o GDO reflete o grau de orientagcdo da molécula
alinhada (KRAMER et al., 2004). Um valor de GDO de 5,0 x10*foi encontrado para a
sacarose no gel de AN/AMPS menor do que 2,8 x10-2 valor obtido ajustando os valores
de RDCs obtidos com cristal liquido de bisperilenimida (SILVA et al., 2020). Esse
resultado é bastante coerente quando comparamos os valores de RDCs obtidos no
gel e no cristal liquido, em que os valores de RDCs do gel sdo menores, indicando
gue o gel tem uma forca de alinhamento menor que o cristal liquido, o que ja era

esperado.

5.2.1.2 5-norbornen-2-ol

Continuamos nossos testes do gel de AN/AMPS com a molécula 5-norbornen-
2-ol (Figura 40), que esta disponivel comercialmente como uma mistura dos isbmeros
endo e exo, para testar o gel como meio de alinhamento obtivemos novamente
espectros de RMN muito limpos sem sinais de fundo (os espectros estéo disponiveis

no Apéndice A).

Figura 40 - Estrutura do 5-norbornen-2-ol com a identificacdo numérica dos carbonos.

Fonte: A autora (2023).

Foram realizados experimentos de RMN de °H. Os espectros foram medidos
em duas condicfes distintas: a primeira com o0 gel no estado isotrépico (relaxado)
(Figura 41a) e a segunda com o gel no estado comprimido (anisotrépico) (Figura 41b).

Uma divisdo de aproximadamente 34 Hz foi observada apds a compressao do gel.
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Figura 41 - Espectro de RMN de 2H do gel de AMPS/AN (a) relaxado (isotrépico) e (b) comprimido
(anisotrépico) intumescido em D20.
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Fonte: A autora (2023).

Exploramos a grande diferenca de suscetibilidade magnética entre D20 e o gel
intumescido, com diferenca no deslocamento quimico de 0,03 ppm para medir 0s
RDCs 'DcH em um Unico experimento no gel comprimido. Devido a diferenca de
suscetibilidade magnética, os valores de *Dcx RDCs foram obtidos utilizando apenas

0 espectro HSQC-F1 com o gel comprimido (Figura 42).



Figura 42- Espectro de HSQC acoplado em F1 do 5-norbornen-2-ol no gel AN/AMPS/D20
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Fonte: A autora (2023).

Foi possivel extrair, dos espectros HSQC, todos os sete RDCs !Dch
pertencentes ao isdbmero endo principal, que variaram de -14,7 a 30,9 Hz (Tabela 11).
Todos os dados de input estdo disponiveis no Apéndice D 2. Ajustando esses RDCs
a estrutura endo de 5-norbornen-2-ol, um fator Q = 0,069 foi obtido, enquanto que

ajusta-los ao diastereoisdbmero exo resulta em um fator Q mais alto de 0,102.

Tabela 11 - Constantes de acoplamento escalar (!Jcn), acoplamento total (*TcH) do 5-norbornen-2-ol e
valores de RDC (*Dch) obtidos no gel AN/AMPS/D-0.

Atomos H B¢ Ten Jen Dey?
(ppm) (ppm) (Hz) (Hz) (Hz)
1-endo 2,7 42,5 168,8 149,3 19,5
2-endo 4.4 71,2 168,5 151,3 17,2
3-endo 2,0-0,6 354 137,6 134,1 35
4-endo 2,9 47,3 178,1 147 .4 30,9
5-endo 6,3 139,7 195,8 169,5 26,3
6-endo 5,9 131,2 196,5 176,4 20,1
7-endo 1,3-1,2 47,7 120,4 135,1 -14,7

Fonte: A autora (2023).

Os resultados obtidos estéo de acordo com os obtidos por Troche-Pesqueira

usando o meio de alinhamento de cristais liquidos cromoglicato dissédico (TROCHE-
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PESQUEIRA et al., 2014). Vale a pena ressaltar que para uma molécula tdo pequena
como 5-norbornen-2-ol obtivemos RDCs tdo grandes quanto 30 Hz, o que
corresponde a uma ordem de grau generalizada (GDO) de 1,3x10°2 ligeiramente maior
do que 1,2x107 valor obtido ajustando os valores de RDCs obtidos com o cromoglicato
a mesma estrutura endo (KRAMER et al., 2004).

Para critério de comparacdo do grau de ordem obtido em outros meios de
alinhamento usando géis compativeis com agua, o valor de GDO = 1,4 x 103 é obtido
ajustando os dados relatados para cloridrato de estricnina relatados no gel a base de
acrilomorfolina (FARLEY et al., 2021), enquanto um valor de GDO = 1,0 x 10 foi
relatado por Trigo-Mourifio em géis esticados de poliacrilamida-AMPS para N-metil
codeina TRIGO-MOURINO et al., 2012.

Com os resultados obtidos com 5-norbornen-2-ol € importante ressaltar que o
gel de AN/AMPS parece ser uma boa alternativa para a anélise de RDC de analitos
muito pequenos, que as vezes podem ser problematicos em géis poliméricos por

causa de um alinhamento excessivamente fraco.
5.2.1.3 Azidotimidina (AZT)

O gel de AN/AMPS também foi testado como meio de alinhamento com a

molécula de azidotimidina (AZT) (Figura 43).

Figura 43 - Estrutura Azidotimidina (AZT)
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Fonte: A autora (2023).

Uma solucdo com 15 mg de AZT e 500 pL de D20 foi preparada e inserida em
um tubo de RMN junto com o gel. Primeiramente, o gel foi comprimido com o auxilio
do aparelho de compresséo e realizamos um experimento de ?H, em que observamos
um desdobramento de 12Hz (Figura 44). Notamos que o gel s6 pode ser comprimido
em 0,3 cm. Curiosamente, no estado relaxado ou comprimido do gel, s6 pudemos

diferenciar claramente os sinais provenientes do AZT na camada circundante
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isotropica de D20, enquanto sinais muito amplos foram observados para a molécula
dentro do gel. Provavelmente, esse fendbmeno € devido a uma forte interacdo entre a
molécula e o gel. Por esse motivo nao foi possivel a extracdo de quaisquer valores de
RDCs.

Figura 44 - Espectro de RMN de 2H do gel de AMPS/AN (a) relaxado (isotrépico) e (b) comprimido
(anisotrépico) intumescido em D20.
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Fonte: A autora (2023).

5.2.1.4 Cefuroxima sédica

Como exemplo final, utilizamos a cefuroxima sodica (Figura 45), uma molécula

idnica, para avaliarmos o comportamento do gel frente a moléculas ndo neutras.
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Figura 45 - Estrutura da cefuroxima sédica.
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Fonte: A autora (2023).

Primeiramente, preparamos um tubo de RMN de 5 mm com uma solugao
contendo 8 mg cefuroxima em D20, observamos que o gel ndo intumescia bem e ao
comprimi-lo, o gel apresentava uma curvatura bastante evidente (HELLEMAN et al.,
2016), provavelmente o sal de cefuroxima sédica estava causando a presenca de
pontes salinas (TRIGO-MOURINO et al., 2012), dificultando o intumescimento do gel.
Isso pode ser observado na Figura 46b, em que se nota uma quantidade muito grande
de agua isotrépica da camada de solvente ao redor do gel. Curiosamente, ao
comprimir o gel e realizar o experimento de RMN de ?H, o espectro (Figura 46b)
mostrou uma grande divisdo quadrupolar de 50 Hz de D20 dentro do gel. No espectro
com o gel comprimido, a maior parte do sinal da cefuroxima correspondeu a parte
dissolvida na camada isotrépica, sendo o sinal da fase anisotropica muito fraco para
permitir uma extracdo bem-sucedida dos RDCs. Assim, utilizando a molécula ibnica

de cefuroxima sodica ndo conseguimos extrair valores de RDCs.
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Figura 46 - Espectro de RMN de 2H do gel de AMPS/AN (a) relaxado (isotrépico) e (b) comprimido
(anisotropico) intumescido em D20.
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Fonte: A autora (2023).

Diante do resultado obtido com a cefuroxima em que o gel ndo intumesceu
bem, investigamos o intumescimento do gel frente a solu¢des salinas. Para analisar
melhor como a presenca de compostos de sal afeta o inchago do gel, intumescemos
varios pedacos de gel em solucdes de NaCl, KCl e CaClz 0,1 M. Conforme observado
na Tabela 12 nas solu¢cdes salinas o intumescimento do gel é reduzido de 40 (KCI)
para 70% (CacClz) quando comparado com o intumescimento em agua destilada. Isso
significa que em solu¢des salinas o gel tende a intumescer pouco, porém com

moléculas neutras gel apresenta resultados satisfatorios.

Tabela 12 - Influéncia do sal no inchaco do gel.
Solugdo (0,1M)  Comprimento (cm)?

H20 2,0
NacCl 1,5
KClI 1,6
CaCl2 1,3

a) Os bastdes de polimero originais possuem 1,0 cm de comprimento.
Fonte: A autora (2023).

O gel copolimero de AN/AMPS de alinhamento fraco compativel com agua

apresentou um bom grau de alinhamento no dissacarideo sacarose e, mais
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importante, valores de RDCs grandes e faceis de medir em um analito tdo pequeno
como 5-norbornenol 2. No entanto, algumas limitacbes foram observadas em
moléculas como AZT ou sal de cefuroxima sodica devido a forte interacdo desses

analitos com o gel que impediu a extracado de RDCs

5.3 GEL DE POLIESTIRENO

Para a preparacao do gel de poliestireno testamos a polimerizagéo utilizando
tolueno, dioxano e terc-butanol como solventes, porém o polimero formado
apresentava muitas bolhas, problema que foi resolvido realizando a polimerizacdo em
dimetilformamida. ApGs encontrar o solvente adequado, testamos as seguintes
guantidades do reticulante 1,4-bis(4-vinilfenoxi) butano 0,9; 1,1; 1,2; 1,3% molar em
relacdo ao mon6mero. A melhor concentragdo de reticulante foi 1,3%, sendo que
guantidades menores de reticulante resultavam em um intumescimento excessivo do
gel que chegava a tocar as paredes do tubo de RMN e n&o era possivel comprimi-lo.
A polimerizagdo ocorreu em tubos de RMN de 3 mm, selados por chama, com
azobisisobutironitrila (AIBN) como iniciador radicalar. Apos 24 horas, os tubos foram
cuidadosamente quebrados e o bastdo de gel cortado em pedacos de 2,5 cm. O gel
foi testado quanto ao intumescimento nos solventes, dioxano, tetrahidrofurano,

cloroférmio e tolueno e em todos esses solventes o gel intumesceu bem.

5.3.1 Aplicacéo do gel de poliestireno como meio de alinhamento

Apos o gel lavado, este foi seco na bancada a temperatura ambiente e depois
foi preparado um tubo de RMN com 15 mg de brucina e 600 pL de tolueno-ds. Para a
avaliacao inicial do grau de alinhamento e homogeneidade do gel, foram realizados
experimentos de RMN de ?H. Os espectros foram medidos em duas condicdes
distintas: a primeira com o gel no estado isotrépico (relaxado) (Figura 47) e a segunda
com o gel no estado comprimido (anisotropico) (Figura 48). Ao comprimir o gel foi
observado um valor de divisdo quadrupolar do sinal do tolueno-ds de 10 Hz como
mostrado na Figura 48. O gel apresentou uma aparéncia fisica bastante homogénea

e compressao reversivel.
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Figura 47 — Espectro de RMN de 2H do gel de poliestireno relaxado (isotropico).
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Fonte: A autora (2023).



Figura 48 — Espectro de RMN de 2H do gel de poliestireno comprimido (anisotropico).
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O desempenho do gel como meio de alinhamento foi testado com a molécula

de brucina. Os RDCs !Dcu foram determinados como a diferenca entre os

acoplamentos medidos nos estados comprimido (TcH) e relaxado (*Jcn) do gel (*DcH

= Tch —1Jch). Os espectros HSQC-F1 obtidos foram bastante limpos com pouco ou

nenhum sinal do polimero. Os espectros de HSQC-F1 estédo disponiveis no apéndice

A. Foi possivel obter todos os valores de RDCs 'Dch da brucina, que apresentaram

uma variacao de -13,1 a 7,8 Hz (Tabela 13).
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Tabela 13 - Constantes de acoplamento escalar (*JcH), acoplamento total (*Tcy) da brucina e valores
de RDC (*Dch) obtidos no gel poliestireno/tolueno-ds.

indice do Ten Yen Den
atomo de (Hz) (Hz) (Hz)
carbono
1 163,5 155,8 7,7
4 172,5 165,7 6,8
8 138,4 145,5 -7,1
11 123,6 128,6 -5,0
12 136,1 149,2 -13,1
13 125,6 125,6 0,0
14 119,1 130,0 -10,9
15 132,8 130,1 2,7
16 154,4 146,6 7,8
17 130,9 132,0 -1,1
18 1411 138,2 2,9
20 131,2 138,2 -7,0
22 162,8 159,4 34
23 134,4 140,7 -6,3
OMe-C2 141,2 143,3 -2,1
OMe-C3 141,6 143,9 -2,3

Fonte: A autora (2023).

Os valores de RDCs experimentais foram utlizados para estudar a
configuragéo relativa da brucina, uma molécula ja bem descrita na literatura. Para isso
foi realizado o ajuste do SVD para a geometria otimizada das estruturas dos diferentes
diastereoisdmeros da brucina (Figura 29) no programa MSpin que forneceu um fator
de qualidade Q = 0,052 para a configuracao correta da brucina (SRRSSR), enquanto
gue a segunda melhor estrutura obteve um fator Q de 0,170 (Figura 49). Dessa forma,
os RDCs medidos fornecem, boa discriminacdo para a configuragdo correta da
brucina. Os arquivos de entrada para o programa MSpin estdo disponiveis no
Apéndice E 1.
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Figura 49 - Fatores Q para as trezes configura¢des da brucina usando dados de RDCs, no gel
poliestireno/ tolueno-ds.
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5.3.1.2 Medidas dos RCSAs da brucina no gel de poliestireno em tolueno

Os valores de RCSAs foram obtidos comparando o deslocamento quimico nos
espectros de RMN de 3C para o gel relaxado e comprimido. A referéncia interna que
tomamos foi o sinal da metila do tolueno. A Tabela 14 apresenta os valores dos
RCSAs experimentais e os valores referentes ao deslocamento quimico da
contribuicdo isotropica (Adisotrspicos) medidos no gel relaxado. Os dados do arquivo de
entrada contendo os valores de RCSAs experimentais estédo disponiveis no Apéndice
E 2.

O espectro de RMN de 3C da brucina com o gel comprimido apresentou alguns
sinais alargados. Do total de vinte e trés sinais de carbonos disponiveis na molécula
e brucina, oito ficaram alargados, e néo foi possivel realizar as medidas de RCSAs
para esses sinais. Os quinze sinais de carbonos restantes foram suficientes para uma
correta discriminacdo da configuracao relativa da brucina como mostrado na Figura
50.
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Tabela 14 - Deslocamento quimico de **C da brucina, RCSA e Adisorépicos €Xperimentalmente no gel
de poliestireno/tolueno-ds.

Atomo de 6 13C RCSAexperimental Adisotropico
Carbono (ppm) (ppm) (Ppm)
1 112,2 -0,068 0,120
2 151,7 -0,054 0,090
3 155,4 -0,061 0,102
4 106,9 ND ND
5 142,4 -0,067 0,077
6 1245 -0,068 0,094
7 56,7 -0,013 0,078
8 64,8 -0,015 0,071
10 173,2 -0,053 0,078
11 52,7 -0,010 0,066
12 82,8 0,013 0,096
13 47,3 ND ND
14 45,7 ND ND
15 36,5 -0,018 0,085
16 65,2 -0,011 0,073
17 31,6 ND ND
18 57,6 ND ND
20 55,1 -0,022 0,062
21 145,8 -0,043 0,094
22 131,4 -0,032 0,057
23 69,1 ND ND
OMe-C2 60,4 ND ND
OMe-C3 61,4 ND ND

ND: N&o determinado.
Fonte: A autora (2023).

Apoés o0 ajuste por SVD desses dados de RCSAs para a geometria otimizada
das estruturas no programa MSpin forneceu um fator de qualidade Q = 0,076 para a
configuracdo correta da brucina (SRRSSR) e um segundo menor valor foi Q = 0,091

foi obtido para a estrutura incorreta (SSRRSR) (Figura 50).
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Figura 50 - Fatores Q para as trezes configura¢des da brucina usando dados de RCSAs, no gel
poliestireno/tolueno-ds.
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O gel de poliestireno apresentou um resultado satisfatério quando empregado
com a molécula teste brucina. Este novo meio de alinhamento compativel com tolueno
contribui para a expansao dos meios de alinhamento como o Unico meio compativel
com tolueno demonstrado na literatura. Outro trabalho com géis de poliestireno como
meio de alinhamento empregou a metodologia de alongamento do gel e utilizaram
cloroférmio como solvente nao obtiveram resultados satisfatérios, tendo em vista que,
0S espectros apresentavam bastante sinais do polimero, além do mais o gel demorava
longos periodos de tempos para equilibrar e para a da molécula de estudo difundir no
gel (LUY et al., 2004).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSOES

Este trabalho apresentou trés géis poliméricos aplicados como meio de
alinhamento para a RMN de meios orientados. Os géis de DMA/AN polimerizado com
0,5% do reticulante apresentaram um grau de alinhamento adequado nos dois
solventes empregados, acetonitrila e metanol. Nos testes iniciais com as moléculas
de a-santonina e brucina foi possivel atestar o bom comportamento destes géis como
meio orientador para aquisicdo de RDCs. Os valores de RDCs para a a-santonina e
brucina em acetonitrila variaram de -11,4 a 5,4 Hz e -9,9 a 23,0 respectivamente. Para
a brucina em metanol os valores de RDCs variaram de -15,1 a 15,9 Hz. Os RCSAs de
13C néo foram muito precisos devido ao alargamento dos sinais. Além do mais, com
os dados de RDCs, foi possivel obter fatores de qualidade satisfatorios, que indicaram
um ajuste em concordancia dos dados experimentais e calculados, e com isso foi
possivel determinar a configuracdo relativa correta das moléculas testes.

O gel de AN/AMPS polimerizado com 0,05% do reticulante mostrou um grau de
alinhamento adequado em meio aquoso, sendo possivel sua utilizagdo como meio
orientador na RMN, demonstrados pelas andlises com sacarose e 5-norbornen-2-ol,
em que os valores de RDCs variaram de -8,0 a 11 Hz e -14,7 a 30,9 Hz,
respectivamente. Os espectros de HSQC-F1 sdo muito limpos sem sinais de fundo e
nao houve sobreposicao de sinais nos espectros, o que revela um resultado muito
satisfatério. No entanto, foram observadas limitac6es importantes em moléculas para
AZT, em que a forte interacdo da molécula com o gel causa grande alargamento dos
sinais, ou sal de cefuroxima sédica, em que a natureza salina do analito impediu o
inchamento bem-sucedido do gel.

O gel de poliestireno mostrou-se como um bom meio orientador para tolueno, o
gue foi comprovado com a molécula de brucina. Os valores de RDCs da molécula
neste gel variaram de -13,1 a 7,8 Hz, além disso os valores de RCSAs mostraram
resultados positivos, sendo possivel a discriminacao correta da configuracao relativa

da brucina utilizando tanto os dados de RDCs quanto de RCSAs.
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6.2 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, ainda podera ser possivel

de executar as seguintes propostas:

e Estudar os trés tipos de géis desenvolvidos neste trabalho com novas
moléculas organicas;

e Estudar os geéis compativeis com acetonitrila combinados com dados
quiropticos para atribuicdo da configuracéo absoluta de moléculas testes;

e Auvaliar os géis de poliestireno como meios orientadores a analise estrutural de
compostos organometalicos e a sua aplicabilidade como meio de
intumescimento para diferentes solventes organicos;

e Avaliar os géis de poliestireno como meios orientadores para a analise de

compostos organoliticos e organomagnessianos.
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APENDICE A — ESPECTROS DE HSQC-F1 DE a-SANTONINA, BRUCINA,
SACAROSE, 5-NORBORNEN-20L, AZIDOTIMIDINA (AZT) E CEFUROXIMA
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A 1 - Espectro de HSQC-F1 da a-santonina no gel de DMA/AN/ acetonitrila-ds relaxado.
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A 2- Espectro de HSQC-F1 da a-santonina no gel de DMA/AN/ acetonitrila-ds comprimido.
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A 3- Espectro de HSQC-F1 da brucina no gel de DMA/AN/ acetonitrila-ds relaxado.
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APENDICE B — ESPECTROS DE 13C DE BRUCINA, a-SANTONINA, NOS GEIS
DE DMA/AN E POLIESTIRENO
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B 1 - Espectro de 3C da a-santonina no gel de DMA/AN/acetonitrila-ds relaxado.
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B 2 - Espectro de '3C da a-santonina no gel de DMA/AN/acetonitrila-ds comprimido.
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B 4 - Espectro de '3C da brucina no gel de DMA/AN/acetonitrila-ds comprido.
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APENDICE C - INPUT DA a-SANTONINA E BRUCINA NO GEL DE DMA/AN
C 1- INPUT DA a-SANTONINA COM OS DADOS DE RDCS OBTIDOS NO GEL

DE DMA/AN/ACETONITRILA-Ds E IMPLEMENTADO NO MSPIN.

rdc_data {
#3a

8 22 -14.4
#9b

7 21 -12.6
#7

1 19 5.4
#Ch3-c9

(16,31) (16,32) (1l6,33)
#Ch3-c3

(18,34) (18,35) (18,306)
#ch3-5a

(14,28) (14,29) (14,30)
#3

13 27 -14.4

#6

6 20 3.6

#5

(10,26) (10,25) -5.4

#4

(9,23) (9,24) -6.3

}

superimpose {
true

}

superimpose atoms {
heavy

}

compute populations {
true

}

field {
400
}

-0.6

-3.6

3.

0
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C 2—- INPUT DA a-SANTONINA COM OS DADOS DE RCSAS OBTIDOS NO GEL

DE DMA/AN/ACETONITRILA-Ds E IMPLEMENTADO NO MSPIN

rcsa_data {

#3a

8 -0.012
#9b

7 -0.010
#7

1 -0.025
#Ch3-c9

16 -0.002
#ch3-5a

14 -0.012
#6

6 -0.019
#5

10 -0.011
#4

9 -0.015
#8

2 -0.023
#2

12 -0.022
#9a

4 -0.024
#5a

5 -0.006
#9

3 -0.027
#3

13 -0.014

gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.

gel shift=0.

0le

142

108

000

072

069

129

014

130

097

073

110

175

143

average methylene groups {

true

}

rcsa_reference {

18
}

single tensor {

true

}

superimpose {

true

}

superimpose atoms {

heavy

}

superimpose mode {

massweighted

}
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include csa gel shift ({
true

}

optimize csa gel shift scale {
true

}

estimate csa gel shift scale {
false

}

compute populations {
false

}

field {
400
}
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C 3- INPUT DA BRUCINA COM OS DADOS DE RDCS OBTIDOS NO GEL DE

rdc data
#4

25 49 -8.

#1

22 45 -9.

#22

23 46 -5.

#12

16 40 -0.

#23
(24,47)
#0OMe-C3
(29,53)
#0OMe-C2
(28,50)
#18
(15, 38)
#20
(18,41)
#11
(20,43)
#14

11 33 -0
#13

DMA/AN/ACETONITRILA-Ds E IMPLEMENTADO NO MSPIN

6

(24,48)
(29,54)
(28,51)
(15,39)
(18,42)

(20,44)

.4

10 32 0.2

#17
(13,36)
#16

(13,37)

9 31 23.0

#15
(12, 34)

}

(12, 35)

superimpose {

true

}

(29,55)

(28,52)

superimpose atoms {

heavy

}

compute populations {

false

}

field {
400
}

4.

1.

0

6
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C 4- INPUT DA BRUCINA COM OS DADOS DE RCSAS OBTIDOS NO GEL DE

DMA/AN/ACETONITRILA-Ds E IMPLEMENTADO NO MSPIN

rcsa_data {

#10
21
#3
27
#2
26
#21
17
#22
23
#16
9
#18
15
#13
10
#6
14
#1
22
#4
25
#12
16
#23
24
#5
19
#14
11
#8
8

}

-0.034

-0.003

-0.030

-0.027

-0.019

-0.008

-0.014

-0.010

-0.015

-0.005

gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.

gel shift=0.

140

172

167

405

152

147

107

189

247

103

-0.004 gel shift=0.131

0.000 gel shift=0.183

-0.017 gel shift=0.146

-0.053 gel shift=0.193

-0.011 gel shift=0.194

-0.008 gel shift=0.182

average methylene groups {

true

}

rcsa_reference {

12
}

single tensor {

true

}

superimpose {

true

}

superimpose atoms {

heavy

}
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superimpose mode {
massweighted

}

include csa gel shift ({
true

}

optimize csa gel shift scale {
true

}

estimate csa gel shift scale {
false

}

compute populations {
false

}

field {
400
}
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C 5- INPUT DA BRUCINA COM OS DADOS DE RDCS OBTIDO NO GEL DE
DMA/AN/METANOL-D4 E IMPLEMENTADO NO MSPIN.

rdc_data {

#4

25 49 6.3

#1

22 45 6.3

#22

23 46 -5.1

#12

16 40 -15.1

#23

(24,47) (24,48) -0.7
#0OMe-C3

(29,53) (29,54) (29,55) 0.5
#0OMe-C2

(28,50) (28,51) (28,52) -1.2
#18

(15,38) (15,39) 15.8
#20

(18,41) (18,42) -15.1
#11

(20,43) (20,44) -2.7
#14

11 33 -15.2

#13

10 32 -3.2

#17

(13,36) (13,37) 7.6
#15

(12,34) (12,35) -10.8
#8

8 30 -2.5

}

superimpose {

true

}

superimpose atoms {
heavy

}

compute populations {
false

}

field {

400

}
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APENDICE D- INPUT DA SACAROSE E 5-NORBORNEN-2-OL NO GEL DE AN/AMPS
D1- INPUT DA SACAROSE COM OS DADOS DE RDCS OBTIDOS NO GEL DE

rdc_data
#1g
12 13 -8.
#2g
10 11 -4.
#3g
8 9 -2.
#4g
6 7 -3.
#5g
12 -3.
#6g

(3,4) (3,95)

#1£f

0

0

-1.

(24,25) (24,26)

#3f
19 20 7.4
#4f
17 18 3.5
#5f
15 16 10.
#of

7

(21,22) (21,23)

}

superimpose {

true

}

AN/AMPS/D20 E IMPLEMENTADO NO MSPIN.

6

0.7

-0.2

superimpose atoms {

12,10,27,36,13

}

max conformations {

2
}

least squares method {

nnls

}
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D 2—- INPUT DA 5-NORBORNEN-2-OL COM OS DADOS DE RDCS OBTIDOS NO
GEL DE AN/AMPS/D20 E IMPLEMENTADO NO MSPIN.

rdc_data {

#C1

2 10 19.5

#C2

311 17.2

#C3

(4,12) (4,13) 3.5
#C4

5 14 30.9

#C5

6 15 26.3

#Co6

1 9 20.1

#C7

(7,16) (7,17) -14.7
}

superimpose {
true

}

superimpose atoms {
heavy

}

single tensor {
true



APENDICE E — INPUT DA BRUCINA NO GEL DE POLIESTIRENO

143

E 1- INPUT DA BRUCINA COM OS DADOS DE RDCS OBTIDOS NO GEL DE

POLIESTIRENO/TOLUENO-D8 E IMPLEMENTADO NO MSPIN.

rdc_data {

#4
25 49 6
#1
22 45 7
#22
23 46 3
#12

.8

L7

.4

16 40 -13.1

#23
(24,47)
#0OMe-C3
(29,53)
#0OMe-C2
(28,50)
#18
(15,38)
#20
(18,41)
#11
(20,43)
#14

(24,48)
(29,54)
(28,51)
(15,39)
(18,42)

(20,44)

11 33 -10.9

#13
10 32 0
#17
(13,36)
#16

.0

(13,37)

9 31 7.8

#15
(12, 34)
#8

8 30 -7
}

(12, 35)

.1

single tensor {

false

}

superimpose {

true

}

-6.3
(29,55)

(28,52)

superimpose atoms {

heavy

}

compute populations {

false

}

field {
400
}

-2.3

-2.1



144

E 2— INPUT DA BRUCINA COM OS DADOS DE RCSAS OBTIDOS NO GEL DE

POLIESTIRENO/TOLUENO-D8 E IMPLEMENTADO NO MSPIN.

rcsa_data {
#10

21 -0.053
#3
27 -0.061
#2
26 -0.054
#21
17 -0.043
#5
19 -0.067
#22
23 -0.032
#6
14 -0.068
#1
22 -0.068
#12

16 -0.013
#16

9 -0.011
#8

8 -0.015
#7

7 -0.013
#20

18 -0.022
#11
20 -0.010
#15

12 -0.018

}

gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.
gel shift=0.

gel shift=0.

078

102

090

094

077

057

094

120

096

073

071

078

062

066

085

average methylene groups {

true

}

single tensor {

false

}

superimpose {

true

}

superimpose atoms {

heavy

}

superimpose mode {

massweighted

}

include csa gel shift ({
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true

}

optimize csa gel shift scale {
true

}

estimate csa gel shift scale {
false

}

compute populations {
false

}

field {
400
}



