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Estudo das Estruturas Quimicas dos Helianuois G e H por
Calculos Tedricos dos Deslocamentos Quimicos de RMN de 'H

Study of the Chemical Structures of Helianuois G and H by Theoretical
Calculations of 'TH NMR Chemical Shifts

Lucas H. Martorano,? Jordana T. Brito,? Ana Carolina F. de Albuquerque,? Rodolfo G. Fiorot,? Carlos
Magno R. Ribeiro,? José W. M. Carneiro,® Alessandra L. Valverde, >4 Fernando M. Santos Junior**

This article describes the protocol for theoretical calculations of '"H NMR chemical shifts at DFT levels
followed by the application of the DP4+ method, used to estabilish correctly and unequivocally the
structure of Heliannuols G and H, which are part of the class of Heliannuols that were isolated from
Helianthus annuus. These secondary metabolites present a wide spectrum of biological activities,
among which, the allelochemical activity stands out, which makes them promising candidates for
natural agrochemicals.
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1. Introducgao

O processo de elucidagao estrutural de produtos naturais tem tido uma revolugdo nas tltimas
décadas.'*> Antigamente, este tipo de trabalho dependia principalmente da sintese orgénica, de
processos de degradacdo e da derivatizacdo das substancias alvo, o que poderia durar anos.
Na grande maioria dos casos, a atribui¢do de configurag@o absoluta ou relativa das estruturas
estava praticamente fora de questdo.' Atualmente, a utilizacdo combinada de diferentes métodos
espectroscopicos avangados tornou possivel a elucidagao estrutural de moléculas de origem
natural utilizando pequenas quantidades de amostra.? No entanto, quando se trata de produtos
naturais complexos, mesmo a utilizacdo das técnicas mais avancadas pode ndo ser suficiente
para estabelecer indubitavelmente a conectividade dos dtomos, fazendo com que frequentemente
haja na literatura estudos abordando o tema revisdo estrutural na quimica de produtos naturais.>
Indmeros casos de reassinalamento estrutural sdo associados a uma interpretacdo errOnea
dos dados obtidos a partir da espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN),
principalmente para o caso de substincias quirais.? Nesse cendrio, a modelagem molecular
se estabelece como ferramenta poderosa, uma vez que os dados gerados pela grande maioria
das técnicas espectroscopicas podem ser simulados teoricamente. Recentemente, um grande
esfor¢o tem sido dedicado ao desenvolvimento de protocolos computacionais avangados para
o célculo tedrico de pardmetros de RMN. As simulagdes computacionais de constantes de
acoplamento spin-spin (J) e de deslocamento quimicos (6) de RMN de 'H e "*C, que séo os
ntcleos de maior interesse na quimica organica e de produtos naturais, registraram um aumento
acentuado na precisdo, acessibilidade e aplicacdo, tornando possivel uma interpretacdo espectral
mais precisa.’ Assim, além de auxiliar na elucidagio das estruturas de novos produtos naturais,
os métodos computacionais de pardmetros de RMN se mostram muito tteis na identificagdo e,
principalmente, na corre¢do das estrutura de substancias relatadas na literatura, favorecendo
um avango considerdvel na Quimica de Produtos Naturais.>!?

Nosso grupo de pesquisa, recentemente,'' aplicou um protocolo computacional de calculos
tedricos de parametros de RMN para colaborar com a determinacgdo estrutural da familia
dos Heliananos, uma classe rara de sesquiterpenos isolados da esponja marinha Haliclona
fascigera. Por muitos anos, as estruturas quimicas dos Heliananos permaneceram como uma
questdo incerta e polémica, devido a remota possibilidade dos seus reisolamentos. As estruturas
originalmente propostas para as substancias isoladas apresentavam um anel benzénico fundido
a um heterociclo de 8 membros. No entanto, apds a sintese de alguns Heliananos, realizada
pelo grupo de pesquisa liderado por Pettus, se percebeu que os dados de RMN da substancia
sintética apresentaram uma notdvel incompatibilidade com o do produto natural isolado.'? Dessa
forma, Pettus et al. sugeriram que os Heliananos eram na verdade o Curcudiol e seus derivados
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halogenados (Figura 1). Nossos estudos computacionais,
mencionado anteriormente, corroboraram para essa corre¢ao
estrutural.

No presente trabalho, voltamos nossa atengdo para a
familia Helianuol, um subconjunto maior de sesquiterpenos
estruturalmente semelhante aos Heliananos. Esta classe
de produtos naturais também apresenta um esqueleto
carbOnico tnico formado por um anel benzénico fundido
a um heterociclo de 5, 6, 7 ou 8 membros, que possuem,
no minimo, 2 centros quirais (Figura 2).'*!'7 A sua alta
atividade alelopdtica os tornam candidatos promissores a
agroquimicos naturais no controle de pragas da agricultura,
uma vez que resultados experimentais sugerem que esta
classe de substancias interage de maneira mais seletiva com
ervas daninhas, minimizando danos ambientais.'3"” Assim,
devido ao marcante potencial herbicida dos Helianuois,
tem se observado um grande interesse no estudo destas
substancias através do seu isolamento e sintese.'*"°

Em 1999, Macias e colaboradores isolaram os Helianuois
G e H do extrato aquoso de folhas de Helianthus annuus.
As estruturas sugeridas a época foram determinadas através
de técnicas espectroscopicas (1D e 2D) e de comparagdes
com os dados espectroscopicos de outros Helianuois
previamente isolados.'s Segundo os autores, os dados de
deslocamentos quimicos de 'H e os dados de RMN 2D
indicaram inicialmente que as estruturas do Helianuol G e
H seriam as substéncias 1 e 2, respectivamente (Figura 3).
Desse modo, esses epimeros apresentavam uma por¢ao
aromdtica fundida a um heterociclo de 8 membros."

Alguns anos mais tarde, em 2005, utilizando uma
elegante estratégia de metdtese para fechamento de
anel catalisada por palddio, Morimoto et al. tiveram
sucesso na sintese dos Helianuois G e H.?° No entanto,
supreendentemente, da mesma maneira que ocorreu com
a familia dos Heliananos, os autores relataram que os
dados de RMN para as substancias sintéticas diferiam
consideravelmente dos produtos naturais isolados, neste
caso por Macias et al." Mais tarde, em 2006, 0 mesmo grupo
liderado por Morimoto?' sugeriu uma revisdo estrutural
desses Helianuois, na qual teriam um anel aromatico fundido
a um heterociclo de 5 membros e que sdo mostradas como
as estruturas 1’e 2’ (Figura 3).

H,C CH;
13 14
Helianano

Esta interessante revisao estrutural para os Helianuois
G e H chamou a atencdo de nosso grupo de pesquisa, que
tem interesse continuo na aplicacdo e desenvolvimento de
novas ferramentas para elucidacdo estrutural de produtos
naturais que apresentam um esqueleto complexo. Neste
trabalho, por meio de célculos tedricos de pardmetros de
RMN, %2230 empregamos ferramentas computacionais para
corroborar com a elucidag@o das estruturas inequivocas dos
Helianuois G e H.

2. Resultados e Discussao

Uma andlise comparativa mais profunda dos dados
de RMN de 'H dos Helianuois G e H isolados com os
dos produtos sintetizados revelou discrepancias notaveis,
indicando fortemente a necessidade de uma revisdo
estrutural dessas substincias (Figuras S1 e S2 e Tabelas
T1 e T2 no material suplementar). As maiores diferengas
em termos de deslocamento quimico de RMN de 'H
encontradas referem-se aos hidrogénios H7, H8, H9 e H10,
as quais foram superiores a 0,5 ppm. Lembramos que estes
hidrogénios estdo diretamente envolvidos na proposta de
revisdo estrutural de Morimoto. E importante ressaltar que
os dados de deslocamento quimico de RMN de "*C nao
foram fornecidos no trabalho original,'>* dificultando uma
andlise mais completa usando esta informacao.

Com o intuito de corroborar com a proposta de revisao
estrutural dos Helianuois G e H feita por Morimoto,”
calculamos os deslocamentos quimicos de RMN de 'H
para as estruturas 1 e 2 originalmente propostas e para as
estruturas revisadas 1’e 2’ (Figuras 3 e 4, respectivamente).
As comparagdes com os dados experimentais dos produtos
isolados estdo mostradas nas Tabelas 1 e 2 para o Helianuol
G e H, respectivamente.

A Tabela 1, relacionada ao Helianuol G, exibe os valores
calculados dos deslocamentos quimicos (6, 'H) de RMN
de 'H para 1, 1’ e os valores obtidos experimentalmente
(6%” 'H) do produto natural isolado. Esses valores foram
comparados entre si usando o desvio médio absoluto
(MAD, do inglés Mean Absolute Deviation) e desvio médio
quadrético (RMSD, do inglés Root Mean Square Deviation).

Curcudiol

R=H,R=ClLR=Br

Figura 1. Estrutura do Helianano, Curcudiol e seus derivados halogenados
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Figura 2. Estruturas de Helianuois A-N

Figura 4. Estrutura revisada por Morimoto et al. dos Helianuois G e H*!

O MAD e o RMSD nesse caso foram de 0,26 e 0,33 ppm,
respectivamente, para a estrutura originalmente proposta
(1) e de 0,15 e 0,20 ppm para a estrutura considerando a
proposta de revisao (1°). Na Tabela 2, relativa ao Helianuol
H, estdo relacionados os valores calculados de MAD
e RMSD de 0,16 e 0,20 ppm, respectivamente, para a
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estrutura originalmente proposta (2) e de 0,13 e 0,16 ppm,
respectivamente, para a estrutura proposta apos revisdo (2°).

Ao comparar as estruturas 1 e 2, originalmente propostas
as amostras isoladas para ambos os Helianuois, tendéncias
de diferengas sdo observadas para os hidrogénios H7, H8,
H9 e H10 (Figuras 4 e 5). Essas disparidades indicam que
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Tabela 1. Comparag@o entre os deslocamentos quimicos de RMN de 'H calculados (6, 'H) para ambas as possibilidades estruturais do Helianuol G, no nivel
de teoria mPW1PW91/6-31G(d)//mPW1PW91/6-31G(d), com os respectivos dados experimentais do produto natural isolado (dexp, 399,952 MHz, CDC13).‘5‘2‘

Helianuol G

Simulado - Simulado - Experimental -
Nicleos Estrutura originalmente proposta (1) Estrutura revisada (1°) Produto natural isolado
('H, ppm) ('H, ppm) (‘H, ppm)
H3 6,80 6,42 6,56
H6 6,20 6,23 6,55
H7 3,00 2,94 3,43
H8 4,22 4,95 5,09
H9 5,93 6,13 5,79
H10 5,44 6,32 5,98
H12 (CH,) 1,26 1,29 1,34
H13 (CH,) 1,62 1,28 1,34
H14 (CH,) 1,34 1,02 1,10
H15 (CH,) 2,07 2,05 2,19
MAD 0,26 0,15
RMSD 0,33 0,20

Tabela 2. Comparagéo entre os deslocamentos quimicos de RMN de 'H calculados (8

'H) para ambas as possibilidades estruturais do Heliannuol H, no nivel

calc

de teoria mPW1PW91/6-31G(d)//mPW1PW91/6-31G(d), com os respectivos dados experimentais do produto natural isolado (6exp, 399,952 MHz, CDCI,)">*!

Helianuol H
Simulado - Simulado - Experimental -
Nicleos Estrutura originalmente proposta (2)  Estrutura apos a proposta de revisio (2°) Produto natural isolado
(‘H, ppm) (‘H, ppm) (‘H, ppm)
H3 6,80 6,40 6,57
H6 6,32 6,19 6,55
H7 3,36 3,18 3,16
H8 4,11 4,53 4,54
H9 5,90 6,14 5,84
H10 5,46 6,16 5,94
H12 (CH,) 1,52 1,26 1,35
H13 (CH,) 1,29 1,26 1,35
H14 (CH,) 1,24 1,19 1,28
HI5 (CH,) 2,07 2,04 2,19
MAD 0,16 0,13
RMSD 0,20 0,16

a proposta de revisio estrutural € plausivel e que a origem
da inconsisténcia reside na conectividade dos 4tomos e
no tamanho do heterociclo originalmente propostos por
Macias."”

De acordo com os valores calculados de MAD e RMSD
obtidos para as estruturas originalmente propostas (1 e
2) e para as estruturas revisadas (1’ e 2’) em relacdo aos
valores experimentais, mostra-se que hd uma distin¢cao
estrutural suficiente para fornecer valores consideravelmente
diferentes dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H,
tanto para o Helianuol G quanto para o H. Além disso, se
corrobora com a proposta de revisao estrutural elaborada por
Morimoto e colaboradores,*' em que o heterociclo fundido
ao anel benzénico teria 5 membros com uma ligagio dupla
C=C exociclica.

Vol. 13, No. 5, 2021

Com o intuito de aprofundar nossa avaliacdo e fornecer
mais subsidio para sustentar a hipdtese de revisao estrutural dos
Helianuois G e H proposta por Morimoto,?' o procedimento
H-DP4+3' também foi empregado. A ideia bdsica desta
metodologia € comparar os dados experimentais de RMN
com os de uma série de potenciais estruturas. Com base nas
diferencas dos deslocamentos quimicos obtidos entre os valores
calculados e experimentais, cada possibilidade € classificada por
um tratamento estatistico com base no Teste t de Student.*' Este
procedimento foi estabelecido para fornecer um método mais
confidvel de atribui¢do, quando comparado com as ferramentas
estatistica basica, como valores MAD e RMSD, listados nas
Tabelas 1 e 2. A Figura 7 mostra que as estruturas revisadas 1’
e 2’ apresentam, tanto para o Helianuol G como para o H, um
indice de confianga geral de 100% no método de H-DP4+.*!
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Figura 5. Comparacéo entre as diferencas de deslocamentos quimicos de RMN de 'H (A3, ppm)
calculados para as possiveis estruturas do Heliannuol G com os dados correspondentes do produto
natural isolado
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Figura 6. Comparacdo entre as diferencas de deslocamentos quimicos de RMN de 'H (A3, ppm)
calculados para as possiveis estruturas do Heliannuol H com os dados correspondentes do produto
natural isolado
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Figura 7. Valores de H-DP4+ (forma ndo escalonada) obtidos correlacionando os deslocamentos
quimicos de RMN de 'H calculados para as estruturas originalmente propostas (1 e 2) e as revisadas
(1’ e 2’) dos Helianuois G e H com os dados de RMN experimentais dos produtos naturais isolados

3. Métodos Computacionais

Realizou-se uma busca conformacional aleatéria para
cada possivel candidato dos Helianuois G e H, utilizando
o método de Monte Carlo e o campo de forca MMFF no
software SPARTAN’10.% Para a estrutura originalmente
proposta do Helianuol G (1), 18 conformagdes, com energias
relativas dentro de 10 Kcal mol' em relagéo a conformagio

1144

mais estavel, foram selecionadas para completa otimizagio da
geometria em nivel mMPW1PW91/6-31G(d). Identificaram-se
5 conformagdes com uma energia relativa inferior a 2,5 Kcal
mol' com relagdo a geometria mais estdvel, correspondendo
mais de 98% da distribui¢do de Boltzmann. Para a estrutura
1°, 36 conformacoes, com energias relativas dentro de 10
Kcal mol! em relagdo a conformagdo mais estivel, foram
selecionadas para otimizacio em nivel mPW1PW91/6-31G(d).
Foram identificadas 20 conformagdes com energia relativa

Rev. Virtual Quim.



Martorano

inferior 3,0 Kcal mol! em relagdo a geometria mais estével,
correspondendo a mais de 97% da distribuicio de Boltzmann.
Para a estrutura originalmente proposta do Helianuol H (2), 12
conformacdes, com energias relativas dentro de 10 Kcal mol™!
em relacdo a conformacg@o mais estdvel, foram selecionadas
para otimizagdo da geometria no nivel mPWI1PW91/6-
31G(d). Identificaram-se 5 conformacGes com uma energia
relativa inferior a 2,5 kcal.mol ! em relagdo a geometria mais
estdvel, correspondendo a mais de 99% da distribui¢do de
Boltzmann. Para a estrutura 2°, 54 conformagdes, com energias
relativas dentro de 10 Kcal mol"' em relagio a conformagao
mais estdvel, foram selecionadas para otimiza¢@o no nivel
mPWI1PW91/6-31G(d). 28 conformacdes foram identificadas
com energia relativa inferior a 2,5 Kcal mol"' em relagdo a
geometria mais estdvel, correspondendo a mais de 97% da
distribui¢ao de Boltzmann.

As conformagdes mais estdveis identificadas de cada
candidato foram selecionadas para os cdlculos de deslocamento
quimico de RMN de 'H. Para simular os deslocamentos
quimicos, foram realizados célculos no método GIAO-HDFT
em nivel GIAO-mPWI1PW91/6-31G(d) em fase gés, de
modo a obter os tensores de blindagem magnética isotrépicos
para os nicleos de Hidrogénio (c,i=1 a 18), utilizando o
tetrametilsilano (TMS, 6,) como referéncia interna no mesmo
nivel de teoria. O deslocamento quimico de RMN de 'H
previsto € obtido pela equagio 6= 6,-6.. ApGs todos os cdlculos,
o método DP4+ foi aplicado. Para isto, os deslocamentos
quimicos simulados de todos os candidatos foram adicionados
a planilha de Excel DP4+ fornecida pelos autores do método.!
Todos os calculos da Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
foram realizadas em 298 K no software Gaussian 09.%

4, Conclusao

Ap6s todos os cdlculos de deslocamentos quimicos de
RMN de 'H para os possiveis candidatos das estruturas
dos Helianuois G e H, antes e apds a proposta de revisdo
estrutural, seguidos pelo tratamento estatistico de andlise
MAD e RMSD, juntamente com o resultado do método
H-DP4+, foi possivel corroborar a proposta de revisdo
estrutural sugerida por Morimoto et al. Isto é mais um
indicativo de que as estruturas dos Helianuois G e H tendem
a apresentar um anel benzénico fundido a um heterociclo
de 5 membros com uma ligagdo dupla C=C exociclica.
Espera-se que estes resultados computacionais, juntamente
com o trabalho sintético abrangente realizado pelo grupo
de pesquisa liderado por Morimoto, possam validar a
identidade estrutural dos Helianuois G e H e auxiliem
trabalhos futuros na caracteriza¢do de produtos naturais.
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