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STEREOCHEMICAL ASSIGNMENT OF o-SANTONIN USING RESIDUAL DIPOLAR COUPLING. The measurement of nuclear
magnetic resonance parameters in an anisotropic media, such as residual dipolar coupling (RDC), has proven to be an excellent
methodology for the refinement of chemical structures, being used as a complementary tool in the determination of the relative
configuration, conformation, and constitution of organic compounds. In this study, we applied this methodology to determine the
relative configuration of o-santonin, a natural product with four stereocenters, while assigning its prochiral methylene protons using
only the RDCs obtained in a polyacrylonitrile polymer gel swollen in DMSO-d.
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INTRODUCAO

A determinacdo da estereoquimica das moléculas organicas
de origem natural ou sintética tem um papel muito importante nos
processos bioquimicos, uma vez que a atividade biol6gica apresenta
uma grande dependéncia com a estrutura molecular tridimensional.
Portanto, a determinacéo correta da configuracdo e/ou conformacio
das estruturas quimicas recebe destaque nos estudos da relacdo
estrutura—atividade, se tornando um desafio para os quimicos.! A
espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) € uma
ferramenta poderosa para a elucidagio estrutural.>* Entretanto, em
algumas situagdes os experimentos tradicionais de RMN, como aque-
les que exploram o efeito Overhauser nuclear (NOE) e a andlise do
acoplamento escalar (J), sdo insuficientes para determinar a estrutura
sem ambiguidades.

Nos ultimos anos houve grandes avancos na aplicagdo da RMN
em meios orientados, como metodologia complementar, para resolver
problemas estruturais. Apesar dos pardmetros de RMN possuirem
um cardter tensorial, ou seja, dependerem da orientacdo molecular
em rela¢do ao campo magnético externo, no estado liquido a rotacao
molecular rdpida provoca o cancelamento (no caso do acoplamento
dipolar ou quadrupolar) ou a observagdo de um valor médio destes
parametros (no caso do acoplamento escalar ou do deslocamento
quimico). A RMN em meios orientados, também conhecidos como
meios de alinhamento, possibilita a recuperacdo de uma pequena parte
dos parametros anisotrépicos que sdo perdidos no meio isotrépico.
Esta metodologia fornece informagdes adicionais capazes de refinar
a determinagdo da estrutura molecular. Entre os pardmetros obtidos
desta forma encontramos: Acoplamento Dipolar Residual (RDC, do
inglés - Residual Dipolar Coupling), Anisotropia do Deslocamento
Quimico Residual (RCSA, do inglés - Residual Chemical Shift
Anisotropy) e Acoplamento Quadrupolar Residual (RQC, do inglés —
Residual Quadrupolar Coupling).* Inicialmente, esta metodologia foi
aplicada com sucesso para o refinamento da estrutura de macromolé-
culas bioldgicas,’ e nos tltimos anos tém sido explorada também para
anélise de moléculas orgénicas pequenas e de tamanho médio.® Para

*e-mail: hallwass @ufpe.br

este tipo de compostos as medidas de RDC tém sido utilizadas para
resolver problemas de conformagio,” configuracéo relativa (CR)™
e, por fim, problemas de constitui¢do.!' Além disso, para compostos
rigidos e semirrigidos as medidas de RDCs tém sido aplicadas na
atribuico de prétons pré-quirais.'>!* Recentemente, o uso de RCSAs
também provou ser capaz de estender a aplicacdo da RMN em meios
orientados as moléculas com escasso nimero de hidrogénios.'

Para entender como as medidas de RDC sdo realizadas ¢
preciso conhecer, inicialmente, a origem do acoplamento dipolar.
Considerando um par de spins / e S na presenca de um campo mag-
nético externo (B,), a constante de acoplamento dipolar € dada pela
equagdo 1, na qual 7, € a distancia entre os spins / e S, ; e Y5 sdo
as suas respectivas razdes magnetogiricas. O angulo 65 € o angulo
formado entre o vetor r,; e o campo magnético (Figura 1), y, € a
permeabilidade no vacuo e /i = h/2mw, sendo & a constante de Planck.
O simbolo ( ) representa a média temporal sobre todas as orientagdes
possiveis experimentadas pelo vetor internuclear.
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Figura 1. Acoplamento dipolar entre dois spins I e S, representados na molé-
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cula da a-santonina, é proporcional a distancia internuclear rg e do dngulo
0,5 entre o eixo internuclear e o campo magnético
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A grandeza do acoplamento dipolar pode alcangar a ordem de
10* Hz," causando alargamento do sinal de RMN no estado sélido.
Entretanto, em experimentos no meio liquido isotrdpico, devido ao
movimento randémico, o acoplamento dipolar € zerado. Porém, se
os experimentos forem realizados em um meio fracamente orientado,
sera gerado um pequeno grau de alinhamento na molécula héspede,
recuperando parcialmente o acoplamento dipolar (0,01 a 0,1%), com
a vantagem de ndo perder a resolucdo dos sinais de RMN. Neste caso,
a magnitude da constante de acoplamento ird mudar (aumentar ou
diminuir) por uma quantidade que dependerd do grau de alinhamento
e da estrutura da molécula. Portanto, a constante de acoplamento
total (7) medida para um par de spins / e S, contém a contribuic¢éo do
valor do RDC e da constante de acoplamento (J), sendo a diferenga
D =T-J o valor de RDC.

Considerando moléculas rigidas, nas quais as distancias internu-
cleares podem ser consideradas fixas, a orientagdo média das mesmas
pode ser expressa em termos de uma matriz 3 x 3, simétrica e com
trago igual a zero, chamada matriz de ordem ou matriz de Saupe
(equagdo 2).'%!7 Essa matriz € a chave para gerar as informagdes
estruturais.

S,
S=|s, s, S, 2
S

Os elementos S; da matriz sdo definidos como S, =%C,Cj— %8

i>

em que C,; é o cosseno do angulo formado por cada um dos eixos
i=x,y,z num sistema de referéncia rigidamente unido a molécula em
respeito ao campo magnético externo B, . Como a matriz de ordem
S possui cinco elementos independentes, ela sé pode ser determina-
da se existirem cinco valores conhecidos de RDC, correspondentes
a vetores internucleares ndo paralelos. Esta exigéncia nem sempre
¢ facil de ser cumprida quando sdo estudadas pequenas moléculas.

Por meio da matriz de Saupe a equacio (1) pode ser expressa na
forma tensorial como

h xx vav S Xz x
DIS == YI’YAZM(; (x’ y’ Z) Sxy Syy S)‘z y (3)
47y
S. S, S

xz vz 2z

em que X, y e z so os cossenos diretores do vetor unitario 7y . A
forma mais comum de extrair informacdes estruturais das medidas
de RDC ¢€ determinar o tensor de alinhamento de um conjunto de
propostas estruturais e compard-las com os dados experimentais. Se
forem medidos N acoplamentos dipolares (D, D,,...,Dy), pode-se
construir o seguinte sistema de equacdes

. Y,v)/u:,h 0 0 0
Arg0, . ..
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Se N for igual a cinco o problema ¢ determinado e reduz-se a um
problema de valores préprios. Porém, se o nimero de acoplamentos
dipolares determinados experimentalmente for maior que cinco o
problema estd sobredeterminado e ndo possui solucdo. Entretanto,
usando o tratamento da decomposic@o de valores singulares (SVD,
do inglés - Singular Value Decomposition),'® o problema pode ser
resolvido em termos do ajuste dos minimos quadrados. Ou seja, o
tensor de alinhamento € obtido a partir do melhor ajuste dos valores
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experimentais dos RDCs. O ajuste € usualmente expresso em termos
do fator de qualidade de Cornilescu (Q)" (equacdo 5), que indica
a concordancia entre os valores experimentais de RDC (D,,,) € 0s
valores recalculados (D,,,), escalonados das diferengas quadraticas
com o valor experimental.

. . 2
jxp - Dc’u c

exp

O célculo do fator Q € realizado para todas as propostas estruturais
e a condi¢do ideal € que este apresente um valor significativamente
pequeno e proximo a zero para a estrutura correta. A geometria do
conjunto das estruturas propostas € usualmente obtida por métodos
usuais de modelagem molecular, como aqueles baseados em campo
de forca, ou métodos de mecénica quantica, como DFT.

A andlise dos valores de RDC para compostos flexiveis pode ser
ainda uma tarefa dificil, uma vez que as propriedades do alinhamento
molecular nio sdo independentes dos estados conformacionais.”
Entretanto, em muitos casos as mudangas estruturais entre as possiveis
conformagdes ndo alteram a forma global da molécula, e portanto, o
sistema pode ser analisado usando coordenadas comuns de referéncia
escolhidas apropriadamente. Este procedimento € denominado apro-
ximac@o do tensor-tnico?! e tem sido aplicado com sucesso em alguns
casos complexos como o da Sagittamida A, um composto linear com
oito estereocentros que aparecia como um desafio para os métodos tra-
dicionais de RMN. Experimentos de correlagdes bidimensionais H-H
e H-C, medidas do acoplamento escalar e NOEs, complementados
com medidas de RDCs H-C, permitiram determinar a configuracio
relativa deste composto, bem como o seu espago conformacional.??
Nos casos mais complexos, nos quais a aproximagao do tensor-unico
ndo ¢é apropriada, t€m sido utilizadas andlises mais sofisticadas,
como o tensor-muiltiplo.?! Essa abordagem foi usada com &xito para
a determinacdo da configuracdo relativa do Sulfato de Fibrosterol A,
um esteroide pseudodimérico, por Sun et al.?

Um dos pontos fundamentais para o sucesso da técnica tem sido
o desenvolvimento dos chamados meios de alinhamento fraco, em
que € recuperada somente uma parte muito pequena da anisotropia
dos observaveis. Para isso, diferentes familias de materiais tém sido
empregadas para pequenas moléculas orginicas.?* Por exemplo:
cristais liquidos liotrépicos,?? géis indutores de alinhamento (SAG,
do inglés - Strain-induced Alignment in a Gel)** e sondas paramag-
néticas de fons lantanideos.***> O método SAG tem mostrado grande
eficiéncia devido a possibilidade de controlar o grau de alinhamento
e também devido a compatibilidade com solventes organicos polares
e apolares, permitindo a andlise de um grande nimero de sistemas.
Neste caso a orientacdo € produzida mediante a deformagdo mecanica
das cavidades de um polimero com ligagdes cruzadas. No caso das
fases liotrGpicas a orientagdo preferencial no campo magnético, devi-
do a alta anisotropia da susceptibilidade magnética destes materiais,
¢ transmitida ao soluto.

As medidas de RDC realizadas em um meio de alinhamento
quiral pode permitir a resolu¢do de enantidmeros em uma mistura
racémica ou escalémica. Todavia, deve se levar em consideracio
que as propriedades de RMN sdo invariantes sobre operagdes de
inversdes centrossimétricas e RDCs ndo podem ser usados para
atribuicdo da configuracdo absoluta por si s6. Recentemente este
assunto foi discutido minuciosamente por Berger et al.** Além disso,
o desenvolvimento de géis poliméricos compativeis com microtubos
de RMN mostraram que os parametros de RDC podem ser obtidos
em uma faixa de micromolar, como mostrado na determinagdo da
configuracdo relativa do produto natural Vatiparol.** Este trabalho foi
um excelente exemplo de como a complementacdo entre as medidas
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de RDC com métodos espectroscdpicos Otico-quirais pode ser uma
estratégia de sucesso para determinacio da configuracdo absoluta.

Conforme mostrado anteriormente, o RDC aparece no espectro
como variagdes no valor da constante de acoplamento escalar, forne-
cendo um acoplamento efetivo total 7. Assim, qualquer experimento
capaz de medir o valor do acoplamento escalar pode, em principio,
ser utilizado para medir os valores de RDC. As medidas de RDC
mais citadas na literatura para pequenas moléculas envolvem o
acoplamento entre o 'H ligado diretamente ao *C. Estas podem
ser facilmente medidas diretamente em um experimento unidimen-
sional de *C acoplado ou na dimensio do *C em um experimento
2D HETCOR acoplado. Entretanto, o mais conveniente ¢é realizar
experimentos de deteccdo indireta, usando sequéncias como HSQC
acoplados em F1* ou F2. Nos experimentos acoplados em F2 os
valores de RDCs sdo extraidos na dimensao direta, tirando vantagem
da maior resolu¢do digital nesta dimensdo. O habitual na medida de
RDCs € usar o experimento chamado CLIP-HSQC para obter sinais
em fase independentemente da grandeza do acoplamento 7 efetivo.*
Por outro lado, nos experimentos HSQC acoplados em F1 o valor
do RDC € obtido da dimensdo indireta. A resolugdo digital menor
no experimento acoplado em F1 pode ser compensado pelo uso de
um bloco de evolugdo do acoplamento escalar (J-scaling),”” as vezes
combinado com um filtro BIRD.*® Sobre estas sequéncias bdsicas
outros experimentos foram desenvolvidos, tratando de minimizar o
impacto do acoplamento préton-préton na medida dos RDCs*° ou
o uso de experimentos ultrarrapidos.*!

O objetivo desta comunicagdo € mostrar o potencial da técnica de
RDC para determinar a configuragao relativa de produtos naturais que
possuem estereocentros, bem como atribuir os sinais de hidrogénios
diastereotépicos. Para isso foi escolhida a molécula da o-santonina
(1), que apresenta quatro estereocentros (Figura 2). A determinacao
da configuracio relativa por meio dos valores de RDC coincidiu per-
feitamente com os valores observados através das medidas do NOE e
do acoplamento escalar. Além disso, os valores de RDC permitiram
avancar na atribuicao de um dos metilenos pro-quirais da o-santonina,
que nio estava atribuido anteriormente na literatura.

A o-santonina € um composto natural, pertencente a familia das
lactonas de sesquiterpenos e apresenta atividade anti-helmintica e
antipirética. Este composto foi isolado pela primeira vez da planta
Artemisia Santonica por Kahler et al. em 1830.* A sua estrutura foi
determinada baseada em reacdes de derivatizacio por Clemo et al.
em 1929.% Ruikar et al. isolou e atribuiu os sinais nos espectros de
RMN de 'H e "*C da o-santonina 1, porém os prétons diastereots-
picos ndo foram atribuidos.** Estudos bioquimicos mostram que o
isdmero-f (2) (Figura 2) tem atividade antipirética mais pronunciada
que o isdomero-o. (1).* Esta classe de compostos também tem sido
largamente utilizada como precursores de outros compostos com ativi-
dade bioldgica sintetizados por processos fotoquimicos.**#” Portanto,
a determinag@o correta da estereoquimica € um ponto decisivo para
caracterizacdo e estudo das moléculas sintetizadas. Embora a con-
figuragdo da o-santonina seja conhecida, a proposta deste trabalho

Figura 2. Estruturas da o-santonina (1) e da p-santonina (2)
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¢ destacar a importancia das medidas dos pardmetros anisotropicos,
especificamente aqui o RDC, como ferramenta para refinar a estrutura
de moléculas organicas, bem como um experimento alternativo para
fornecer mais informagdes sobre a geometria molecular.

PARTE EXPERIMENTAL

Poliacrilonitrila (PAN), peso molecular médio 150.000,
e o-santonina: (3S,3aS,5aS,9bS)-3,5a,9-trimetil-3a,5,5a,9b-
tetrahidronafto[1,2-b]furano-2,8(3H,4H)-diona (1), com 99% de
pureza, foram obtidos comercialmente da empresa Sigma-Aldrich.

Todos os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro
Agilent, operando na frequéncia de 399,75 MHz para o 'H e 100,51
MHz para o "*C, a temperatura de 298 K, usando DMSO-d,(99,9%
deuterado) como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna em um tubo de RMN de 5 mm. Para medir os valores expe-
rimentais de RDCs foram adquiridos espectros acoplados de gHSQC
'H-1C acoplados em F2 no meio isotrépico e anisotrépico (no gel).
Em ambos os casos foi utilizado uma solucéio de o-santonina (25
mg; 0,08 mmol) em DMSO-d, (0,6 mL). Os detalhes experimentais
referentes a aquisi¢do dos espectros estdo na se¢do do Material
Suplementar (MS). Os sinais dos espectros de 'H e '*C da o-santonina
foram atribuidos, exceto os prétons metilénicos pré-quirais, conforme
descrito a seguir, utilizando os seguintes experimentos: '*C DEPT,
gCOSY 'H-'H, gHSQC"C-'H, e gHMBC "*C-'H (ver MS).

O gel do polimero reticulado de PAN foi utilizado como meio
de alinhamento.* Para produzir o gel foi preparada uma solugdo
do polimero em concentragdo de 2,80 g mL! em DMSO-d,. Esta
solugdo foi aquecida a 60 °C para garantir a dissolu¢@o e diminui¢do
da viscosidade, permitindo a sua transferéncia para o tubo de RMN
com didmetro interno de 5 mm. Depois disso, o tubo foi selado e
irradiado no acelerador de elétrons com uma dose de 480 kGy. O
polimero adquiriu uma coloracido amarelada. O tubo foi quebrado
e o gel foi recuperado na forma de pequenos bastdes. Por fim, 25
mg de o-santonina foram dissolvidas em 0,6 mL de DMSO-d,, esta
solucdo foi adicionada ao tubo de RMN contendo o bastdo do gel e
deixada em repouso para o intumescimento do gel.

As estruturas dos oito diferentes diastereoisomeros foram sujei-
tas & busca conformacional, usando o campo de forca MMFF94,%
implementado no programa Macromodel.™® As conformagdes sele-
cionadas foram otimizadas, aplicando o nivel da teoria do funcional
de densidade (DFT), usando o funcional hibrido B3LYP e a base
6-31G* conforme implementado no programa Gaussian 09.%' Sobre
as geometrias optimizadas, usando o funcional PBE0* e a base espe-
cializada pcS-1,% foram realizados cdlculos de deslocamento quimico
(GIAO)**> e de constantes de acoplamento escalar (ver MS, Tabela
2S e 3S). Nesse tltimo foi empregado ndo sé o termo de contato de
Fermi mas também os termos dipolar e spin-6rbita diamagnético e
paramagnético.’®>’ As andlises dos RDCs foram realizadas utilizando
o programa MSpin-RDC.%#

RESULTADOS E DISCUSSAO

A o-santonina é um produto natural com quatro estereocentros
designados por C3, C3a, C5a e C9b (Figura 2). De acordo com o
nimero de estereocentros este composto apresenta potencialmente
dezesseis estereoisomeros, sendo oito diferentes diastereoisomeros
que serdo denominados: (i) 5a(S/R), 9b(S/R), 3a(S/R), 3(S/R); (ii)
5a(S/R), 9b(R/S), 3a(R/S), 3(R/S); (iii) 5a(S/R), 9b(S/R), 3a(R/S),
3(R/S); (iv) 5a(S/R), 9b(R/S), 3a(S/R), 3(S/R); (v) 5a(S/R), 9b(S/R),
3a(S/R), 3(R/S); (vi) 5a(S/R), 9b(R/S), 3a(S/R), 3(R/S); (vii) 5a(S/R),
9b(R/S), 3a(R/S), 3(S/R); (viii) 5a(S/R), 9b(S/R), 3a(R/S), 3(S/R)
(ver MS, Figura 11S).
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A andlise do espectro de RMN de 'H mostrou quatro dupletos
em &y 6,92 (d, 1H, J 9,8 Hz, H6); 6,14 (d, 1H, J 9,8 Hz, H7); 5,07 (d,
1H,J11,3Hz, H9b)e 1,10 (d, 3H, J 6,9 Hz, C3-CH,); dois simpletos
em O, 1,98 (s, 3H, C9-CH,) e 1,28 (s, 3H, C5a-CH,;); um sinal em Jy
2,60 (dq, 1H, J 6,9 Hz/11,3 Hz, H3) € um multipleto em 8, 1,78 (m,
1H, H3a). O experimento gCOSY 'H-'H confirmou esta atribuicao.
Na regido entre & 1,88 e 1,64 observa-se a sobreposic¢do de alguns
sinais. Estes sinais, e ainda o sinal em &, 1,32, correspondem aos
protons diastereotdpicos H4a, H4B, H5B e H50., os quais ndo puderam
ser atribuidos inicialmente.

O espectro de RMN de C da o-santonina mostrou sinais em
dc 185,67 e 178,05 atribuidos aos grupos carbonila C8 e C2, res-
pectivamente. Os sinais na regido entre dc 156,63 e 124,73 foram
atribuidos ao C6 (156,63 ppm), C9a (153,32 ppm), C9 (126,37 ppm)
e C7 (124,73 ppm). Os sinais dos carbonos metinos aparecem em
d¢ 80,69 (C9b), 53,06 (C3a) e 40,00 (C3). O sinal do carbono C5a
absorve em 8. 41,55 ppm. Os sinais das metilas foram atribuidos
como ¢ 24,57 (C5a-CHs), 12,22 (C3-CH,) e 10,66 (C9-CH,). Por
fim, os dois carbonos metilénicos mostram sinais em 8. 37,41 (C5) e
22,03 (C4) (as Tabelas 4S e 5S resumem as atribuicdes dos espectros
de RMN de 'H e de "°C da o-santonina, respectivamente).

O espectro gHSQC-acoplado em F2 do composto 1 no meio
anisotropico (gel de PAN) foi adquirido para obter os valores da
constante de acoplamento total (7). Estes valores foram comparados
com os valores das constantes de acoplamento escalar (J) obtidas
anteriormente no meio isotropico, realizando o mesmo experimento
de RMN. A diferenga entre estes dois valores forneceu o valor do
RDC. Experimentalmente, isto foi feito comparando-se as fatias
extraidas em F2 destes dois espectros gHSQC-acoplado obtidos nos
dois diferentes meios. A Figura 3 exemplifica como sdo medidos
os valores de RDC, mostrando o exemplo do par de spins carbono
C9-CH, / préton C9-CH;. O mesmo procedimento foi adotado para
outros pares de spins, sendo possivel medir sete valores de RDC que
variaram de -3,2 a +5,9 Hz (Tabela 1). As medidas dos erros foram
estimadas através da superposi¢io visual dos picos.*®

Uma vez obtidos os valores experimentais de RDC foram reali-
zados os célculos tedricos para otimizag¢do da geometria molecular.
A geometria dos diferentes diastereoisomeros da o-santonina foram
otimizadas por um campo de forca MMFF94.% Como potencialmente
as moléculas podem apresentar um certo grau de flexibilidade por
pseudorrotacao do anel central de seis membros, foi realizado, inicial-
mente, uma busca conformacional de cada um dos diastereoisdmeros.
As estruturas foram mantidas dentro de uma janela de 5 kcal mol™.
Os diastereoisdmeros da o-santonina apresentaram somente uma
tnica conformag@o abaixo do nivel de 5 kcal mol ™, exceto a estrutura
viii que apresentou duas conformagdes diferentes (ver MS). A seguir
estas estruturas foram refinadas ao nivel DFT B3LYP/6-31G*. O
proximo passo foi associar estes dados aos valores experimentais de
RDCs para calcular o tensor de alinhamento e obter os valores de
RDCs recalculados.

Os valores recalculados de RDC foram gerados usando o pro-
grama MSpin-RDC, que realiza o ajuste do SVD entre os valores
experimentais de RDCs e as estruturas propostas por DFT. O aco-
plamento 'Dg;; dos grupos metila foram tratados no SVD usando
o procedimento proposto por Navarro-Vazquez conforme estd
implementado no MSpin-RDC.* No caso da estrutura viii, devido a
presenca de duas conformacdes, foi necessdrio usar a aproximagao
do tensor-tnico, em que o alinhamento das duas conformacgdes €
considerado independente das suas estruturas particulares. As po-
pulagdes das estruturas foram simultaneamente otimizadas, junto
com os elementos do tensor, durante o processo de ajuste.”” Esta
aproximacao de tensor-tinico pode ser feita nos casos em que a troca
conformacional nio envolve grande mudanga na forma global da
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Figura 3. Espectro gHSQC 'H-"C acoplado da a-santonina no meio isotro-
pico (esquerda) e no meio anisotropico com gel PAN (direita). Acima estd
representada a sobreposicdo das projecoes em F2 do acoplamento C9-CH,/
C9-CH,, sendo a proje¢do correspondente ao meio isotropico em preto e ao
meio anisotropico em cinza. O valor do RDC corresponde a diferenca D = T—J

Tabela 1. Valores experimentais de RDC obtidos para diferentes pares de
spins e 0s seus respectivos erros estimados

Par de spins Valor do RDC (Hz)
C6-H6 57+03
C7-H7 -32+0,5
C3-CH,-C3-CH, 4,8+0,9
C9-CH,-C9-CH, -1,6+04
C5a-CH;-C5a-CH, -1,8+0,2
C3-H3 33+05
C3a-H3a 35+09
C5-H (6=1,85 ppm) -1,3%0,2
C5-H (6=1,32 ppm) 59+1,0
C4-H (8=1,70 ppm) 5410
C4-H (6=1,88 ppm) 3,610

molécula como € o caso particular da estrutura viii, na qual as duas
conformagdes surgem da pseudorrotagdo do fragmento ciclohexila.
E importante salientar que a aproximacio do tensor-iinico exige a
defini¢@o de um sistema de eixos comum para todas as conforma-
¢oes. Isto € normalmente realizado por meio da superimposicio
das coordenadas atdmicas por minimos quadrados.’! Neste caso
particular isso foi implementado por meio da superimposi¢io dos
atomos de carbono do anel semiquinona. A qualidade do ajuste dos
valores de RDCs entre os dados experimentais e os dados recalcu-
lados foi expressa em termos do fator Q.
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A o-santonina apresenta dois grupos metilenos pré-quirais
que ndo haviam sido atribuidos inicialmente, os valores de RDC
correspondentes a estes vetores particulares podem ser atribuidos
para qualquer um dos dois vetores CH metilénicos (Ho ou HP). Isso
resulta em quatro combinagdes possiveis para cada estrutura proposta,
denominadas: A, B, C e D, nas quais sdo alternadas as atribui¢des
dos deslocamentos quimicos dos prétons diastereotopicos, ainda
ndo atribuidos, e consequentemente os valores de RDCs (Tabela 2).

Tabela 2. Combinacao das atribui¢des possiveis dos prétons diastereotépicos
do C4 e C5 da o-santonina

Possiveis c4 &

atribui¢des 8(1,70ppm) & (1,88ppm) & (1,85ppm) & (1,32ppm)
A B o B o

B B o o B

C o B B o

D o B o B

Desta forma, cada uma das combinagdes foi submetida ao pro-
grama MSpin-RDC para o célculo do fator Q de cada diastereoiso-
mero. Na Figura 4 estdo agrupados os valores do fator Q obtidos para
as quatro diferentes combinagdes para os oito diastereoisdmeros.
Para considerar o impacto do erro experimental usou-se o proce-
dimento do bootstrapping. Seguindo este protocolo, fez-se uma
nova amostragem, gerada por meio de uma distribui¢do gaussiana
de N dados, em que a média da distribui¢@o correspondeu ao valor
experimental reportado e o desvio padrao ao erro experimental esti-
mado. N novos conjuntos de dados foram gerados mediante a escolha
aleatéria de dados em cada uma destas distribui¢des. O cdlculo de
SVD em cada um destes conjuntos fornece uma distribuicdo de
tensores de alinhamento e fatores de qualidade, permitindo avaliar
o impacto da incerteza experimental nos parametros calculados. O
valor mostrado na Figura 4 corresponde ao valor médio dos valores
de Q para as N distribuigdes.

O melhor ajuste foi observado para o diastereoisomero i, que
corresponde efetivamente a estrutura da ¢i-santonina e as combinagdes
A e C. Portanto, o ajuste dos dados de RDC pode, além de fornecer
a estrutura correta, simultaneamente informar a atribui¢@o correta da
posicdo dos prétons metilénicos pro-quirais do carbono 5. Por fim,
ndo foi possivel atribuir os prétons metilénicos do carbono 4 porque
os valores de RDC medidos, neste caso, foram muito préximos, nao
sendo diferencidveis conforme mostram os valores do fator Q (0,286
contra 0,277 para i-A e i -C respectivamente, Tabela 6S)

Para confirmar a atribui¢do da configuracdo relativa definida
pelas medidas de RDC foram realizadas andlises adicionais do
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Figura 4. Fator Q para as oito estruturas propostas com as diferentes com-
binagoes de atribui¢cdo para os protons metilénicos dos carbonos C4 e C5
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deslocamento quimico, das constantes de acoplamento J e do efeito
Overhauser nuclear. Os valores corroboram os resultados obtidos
por RDC (ver MS).

CONCLUSAO

As medidas do acoplamento dipolar residual sdo uma excelente
ferramenta para a determinagdo da configuragio relativa de compostos
organicos, especialmente para produtos naturais. Isto foi provado por
meio da determinacdo da configuragdo relativa da o-santonina, um
composto que possui quatro estereocentros, o qual foi alinhado em
um gel de poliacrilonitrila em DMSO-d,. Com os valores de RDC foi
possivel ainda atribuir o deslocamento quimico dos prétons diastere-
otdpicos do grupo metilénico do C5 pré-quiral, que ainda ndo estava
atribuido na literatura. Os resultados foram confirmados com dados
da andlise de NOE e acoplamento J.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os dados suplementares deste trabalho (Figuras 1S-12S e Tabelas
1S-6S) estdo disponiveis em http:/quimicanova.sbq.org.br, na forma
de arquivo PDF, com acesso livre.
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