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RESUMO

Com os avancos cientificos e tecnoldgicos, a Quimica Computacional tem se
expandido, tornando-se uma area interdisciplinar e de extrema importancia para
diversas areas da ciéncia, principalmente a quimica. Os softwares utilizados na
quimica computacional, sdo baseados em métodos matematicos, para verificar e
calcular diversas propriedades, sendo que a maioria dos célculos utilizam a equacéao
de Schréndinger, que é o principal modelo da mecanica quantica. Neste contexto, o
trabalho apresentado tem como objetivo a simulagdo computacional de espectros de
ressonancia magnética nuclear aplicados a esteroides. Considerando que 0s
parametros estruturais sdo fundamentais para a determinacdo das atividades
biolégicas, e a quimica computacional pode prever esses parametros. Os esteroides
tém sido estudados nas ultimas décadas devido as suas atividades bioldgicas,
possuem diversas fungbes que variam de acordo com sua estrutura, podem ser
extraidos de plantas ou sintetizados em laboratérios, principalmente para uso
farmacéutico, como a producao de pilulas anticoncepcionais ou de anabolizantes, em
humanos, os esteroides normalmente agem como hormoénios. Os inputs foram
selecionados por meio do programa GaussView 4.1™ e executados no Gaussian
09W™ além disso, usou-se como padrédo interno o tetrametilsilano (TMS) e o
dioxano+TMS, também calculou-se o MAD e o RMSE, e os resultados foram
comparados, a fim de determinar qual nivel de teoria e qual padréo interno apresenta
os melhores resultados para calculos de RMN em esteroides. Os resultados
mostraram que o melhor método foi DFT/B3LYP-6-311+G(2d,p) no vacuo, em relacéo
aos deslocamentos quimicos do *3C e 'H, usando o dioxano acoplado ao TMS como
padrao interno de referéncia.

Palavras-chave: RMN; Deslocamento Quimico; DFT; Esteroides.



ABSTRACT

Chemistry has expanded because of scientific and technological advances. It has
become extremely important for several areas of science, especially chemistry. The
software used in computational chemistry is based on mathematical methods to verify
and calculate various properties. Most calculations use the Schrdondinger equation,
which is the main model of quantum mechanics. In this context, the present work has
as objective the computational simulation of nuclear magnetic resonance spectra
applied to steroids. Structural parameters are fundamental for determining biological
activities, computational chemistry can predict these parameters. Steroids have been
studied in recent decades because of their biological activities. They have various
functions that vary according to their structure, can be extracted from plants or
synthesized in laboratories, mainly for pharmaceutical use, such as the production of
contraceptive or anabolic pills, In humans, steroids usually act as hormones. The
inputs were selected using the GaussView 4.1™ program and executed on the
Gaussian 09W™ program. In addition, tetramethylsilane (TMS) and dioxane + TMS
were used as internal standards. The MAD and RMSE were calculated, and the results
were compared in order to determine which level of theory and which internal standard
presented the best results for steroid NMR calculations. The results showed that the
best method was DFT/B3LYP-6-311+G (2d,p) in vacuum, relative to the chemical shifts
of 13C and 'H, using TMS-coupled dioxane as the internal reference standard.

Keywords: NMR; Chemical Shift; DFT; Steroids.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — ESPECTROMETRO DE RMN........couuiiiiiiiiii e 18
FIGURA 2 — ESTRUTURA BASICA DE UM ESTEROIDE.........ccccoveeeeeeeeeeeee. 20
FIGURA 3 — PRINCIPAIS HORMONIOS SEXUAIS HUMANOS.........c.covoeveeveeenne 20
FIGURA 4 —- ESTRUTURA DO COLESTEROL PROPOSTA INICIALMENTE E A
ESTRUTURA CORRETA DO COLESTEROL.........cccovviiiiiiiiiiii 21
FIGURA 5 — ESTEROIDE 1, 16-8-HIDROXIPROGESTERONA...........ccooeeiiiiiiinnnn 23
FIGURA 6 — ESTRUTURA DO DIOXANO+TMS E DO TETRAMETILSILANO
USADOS COMO PADRAO INTERNO DE REFERENCIA................... 24
FIGURA 7 —ESTEROIDES...... ..ot e 24
FIGURA 8 — ESTRUTURA 3D DO ESTEROIDE 1, 16-8-
HIDROXIPROGESTERONA . ... 28
FIGURA 9 — ESTRUTURA EM 3D DO DIOXANO.......ccottiiiiiiiiiiiaee e 36
FIGURA 10 - ESTRUTURA EM 3D DOS ESTEROIDES............cooiiiiiiiiiiiieis 39

FIGURA 11 — ESTEROIDE 3-OXO HEMIACETAL........oooiiiiiis 43



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 — VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO
TH USANDO TMS...oiee ittt ettt sttt sre b e 30
GRAFICO 2 — VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO
I3C USANDO TIMS... ittt ettt e 31
GRAFICO 3 — VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO
IH USANDO DIOXANO+TMS.....oiiiiiiieiiee et e e sres e e snee e e e 32
GRAFICO 4 — VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO
13C USANDO DIOXANOHTMS.....ooiieiiiiiiie ettt 33
GRAFICO 5 — VALORES DE MAD PARA H USANDO TMS E DIOXANO+TMS.....34
GRAFICO 6 — VALORES DE MAD PARA 3C USANDO TMS E DIOXANO+TMS...34
GRAFICO 7 — VALORES DE RMSE PARA 'H USANDO TMS E

DIOXANOAHTMS . ..o 35
GRAFICO 8 — VALORES DE RMSE PARA 13C USANDO TMS E
DIOXANOAHTMS . ...t 35
GRAFICO 9 — CUSTOS COMPUTACIONAIS DOS CALCULOS DE RMN PARA AS
BASES . ... 37
GRAFICO 10 — RESULTADOS DE MAD E RMSE DE 'H PARA TODOS OS
ESTEROIDES.........o i 40
GRAFICO 11 — RESULTADOS DE MAD E RMSE DE 3C PARA TODOS OS
ESTEROIDES........co o 41

GRAFICO 12 — CUSTOS COMPUTACIONAIS DOS ESTEROIDES............cocu....... 42



LISTA DE TABELAS

TABELA1 — NiVEIS DE TEORIA USADOS PARA CALCULOS DE RMN................... 23

TABELA 2 — NIVEIS DE TEORIA USADOS PARA OS CALCULOS DE RMN EM
ESTEROIDES. ... .o e 25

TABELA 3 — VALORES EXPERIMENTAIS DE 3C E 'H PARA O DIOXANO........... 27

TABELA 4 — VALORES DE DESLOCAMENTO QUIMICO DO TMS E DO

DIOXANO . ...ttt e 28

TABELA 5 — VALORES DE MAD E RMSE USANDO O TMS COMO PADRAO

INTERNO. ... et a e ennees 29

TABELA 6 — VALORES DE MAD E RMSE USANDO O DIOXANO+TMS COMO

PADRAO INTERNO . ...ttt 29

TABELA 7 - RESULTADOS DE MAD E RMSE PARA OS ESTEROIDES UTILIZANDO

O DIOXANO+TMS COMO REFERENCIA. .......ccoveeeeeeeeeeeeeen e, 38



DFT
HETCOR
IEFPCM
MAD
PCM
RMN
RMSE
TMS

uv

LISTA DE SIGLAS

— Density Functional Theory

— Heteronuclear Correlation Spectroscopy

— Integral Equation Formalism of the Polarizable Continuous Model
— Mean Absolute Deviation

— Polarizable Continuum Model

— Ressonancia Magnética Nuclear

— Root Mean Squared Error

— Tetrametilsilano

— Ultravioleta



11
1.2
1.3

2.1
2.2
221
2.2.2
2.3
2.4

SUMARIO

INTRODUGAOQ ...ttt eaene 11
OBJIETIVO ...ttt ettt ettt ettt tn st e e en st e 12
HIPOTESE ... ..ottt ettt ettt ete et e eteateeteateeneeareeaees 12
JUSTIFICATIVA ..ottt ettt ettt ettt n e eeaae s 12
REVISAO DA LITERATURA ...ttt ettt 13
CONTEXTO HISTORICO DA MECANICA QUANTICA.......coviveeeeiieeeceen 13
A QUIMICA QUANTICA E A QUIMICA COMPUTACIONAL .......ccoveeveree. 14
Métodos e técnicas COMPULACIONAIS .......veereeeeeeriiiiiiiiiieeeaee e e e e eiiireeeeeaaa e e 15
Teoria funcional de densidade............oovvviiiiiiiiiiii e 16
ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR ........... 17
ESTEROIDES. ...ttt ettt et n e e 19
METODOLOGIA ..ottt ettt n e 23
RESULTADOS E DISCUSSOES ......coiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 28
(0700 I U 17X TR 45
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooeeeeeeeeeeeeeeee e 46

APENDICE — DESLOMENTOS QUIMICOS TEORICOS PARA ¥C E H ...49



11

1 INTRODUCAO

Com os avancos tecnoldgicos e cientificos nas ultimas décadas, a quimica
guantica computacional teve um grande salto no seu desenvolvimento, esse
crescimento se deve aos avancos da area da informética e da ciéncia da computacéo,
tornando a quimica computacional uma éarea interdisciplinar que fornece resultados
confiaveis, capaz de executar inUmeros calculos com um elevado nivel de acurécia
em pouco tempo (LEAL, R. C., et al., 2010; ARROIO, A, et al., 2010).

A Quimica Quantica Computacional, € a area da quimica que utiliza softwares
e programacdo, com métodos matematicos da mecénica quantica, para estudar o
comportamento e as propriedades fisico-quimicas da matéria. Esta vertente vem
crescendo substancialmente, conforme a ciéncia da computagédo avancga, atingindo
sistemas cada vez maiores (TRSIC, M.; PINTO, M. F. S., 2009).

Diante disso a quimica computacional tem sido muito usada para calculos de
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), pois € uma das principais
técnicas de caracterizacdo molecular, a qual se baseia no estudo da interacdo da
radiacdo eletromagnética da matéria, onde alguns nucleos atdmicos, como o °C,
guando sujeito a um campo magnético intenso, sdo capazes de absorver a energia
(NASCIMENTO. C., 2016). Além disso, o emprego de solventes influéncia de diversas
maneiras no campo magnético que atua sobre os nucleos, sendo este um fator
determinante para a interpretacéao dos espectros de RMN (ATKINS, P.; PAULA, J. de.,
2015).

Diversas moléculas podem ser estudadas por espectroscopia de RMN, como
0s esteroides, que tém sido sintetizados nas ultimas décadas, e sdo usados para
tratamentos medicinais, como reposicdo hormonal, métodos contraceptivos e
tratamento de cancer. Nesses estudos também sdo empregados métodos da quimica
computacional para determinar parametros fisico-quimicos, analisar a geometria
molecular, conformacdes e estereoquimica de moléculas organicas e
organometalicas. A maioria dos esteroides funcionam como hormonios, sé&o
secretados pelas glandulas endocrinas a partir do colesterol e levados pela corrente
sanguinea por meio das proteinas carregadoras, até o tecido alvo (MCMURRY, J.,
2013; PEREIRA, E. L.; MIGUEL, A. L. R., 2017).
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1.10BJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo a simulacdo computacional de
espectros de RMN *H e 3C de esteroides, com o intuito de determinar qual o melhor
método tedrico e o padréo interno que possa prever com maior precisao o parametro

de deslocamentos quimicos de RMN.

1.2HIPOTESE

Considerando que os esteroides tém sido alvo de vérias pesquisas devido as
suas atividades biolégicas, estudos computacionais que tratam de suas conformacées
e estereoquimica sdo pouco descritos. Sabe-se que 0s parametros estruturais e
eletronicos sdo fundamentais para a atividade biologica e esses parametros podem
ser previstos empregando a quimica computacional, onde € possivel prever varias

propriedades destes compostos.

1.3JUSTIFICATIVA

Diante dos avancos e do desenvolvimento da modelagem molecular, tem-se
mostrado cada vez mais necessario para o estudo e aperfeicoamento de técnicas e
meétodos de determinacgéo estrutural. A RMN é uma das técnicas mais importantes e
mais utilizadas para caracterizacao estrutural de matérias em solucéo ou no estado
sélido, por meio do deslocamento quimico e das constantes de acoplamento, essa
técnica emprega conceitos da mecanica quantica, ja que o comportamento fisico de
sistema microscopicos € descrito corretamente por essa teoria.

O progresso da quimica computacional tem contribuido para o
desenvolvimento de diversas areas da quimica. Muitos estudos da quimica moderna
sdo resultados da combinacéo entre calculos tedricos e técnicas experimentais, tendo
se tornado uma técnica de interesse multidisciplinar para muitas areas da ciéncia.
Apesar dos grandes avancos recentemente alcancados, ainda h& pouco estudo na
area da quimica quéantica computacional, principalmente em relacdo a aplicacdo em
esteroides, que também estdo sendo muito estudados nas ultimas décadas devido as

suas atividades bioldgicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O desenvolvimento da quimica computacional, assim como em outras areas
do conhecimento humano, tem se expandido de acordo com seus fatores histéricos,
cientificos, tecnoldgicos e culturais. Essa area, baseada na mecéanica quantica, tem
se mostrado muito promissora para o século XXI, devido a sua aplicabilidade em
varias areas, nao s6 da quimica, mas de toda a ciéncia (LEAL, R. C., et al., 2010;
ARROIO, A, et al., 2010; TRSIC, M.; PINTO, M. F. S., 2009).

2.1 CONTEXTO HISTORICO DA MECANICA QUANTICA

A Mecanica Quantica teve seu inicio precisamente em 1900, com a proposta
de quantizacdo de energia e a radiacdo de corpos negros de Max Planck, que em
seguida foi discutida, em 1905, por Albert Einstein em relagéo ao efeito fotoelétrico.
Desde entdo, diversos cientistas tem contribuidos para o desenvolvimento da
Mecénica Quantica, chegando atualmente a calculos de niveis atbmicos e
subatomicos (TRSIC, M.; PINTO, M. F. S., 2009).

Ainda no inicio do século XX, Max Born postulou o que hoje é chamado de
interpretacéo probabilistica de Born, onde ele considera os estados estacionarios para
sistema atdbmicos quantizados, ou seja, ele leva em conta qual é a probabilidade de
encontrar uma particula em um determinado tempo t em certo espa¢co, denominada
distribuicdo de probabilidade, este ficou conhecido como o primeiro postulado da
Mecénica Quantica (TRSIC, M.; PINTO, M. F. S., 2009, p. 10-11).

O segundo postulado nos mostra que nao € possivel determinar o tempo, o
momento e a posi¢cao de uma particula simultaneamente, ou seja, se for denominado
0 tempo e 0 momento da particula, ndo é possivel determinar a posicdo da mesma.
Diante disso, Heisenberg em 1927, formulou o principio da incerteza de Heisenberg.
Através das propostas de de Broglie e dos resultados de Schrodinger, os postulados
trés e quatro, tem como base a equacao de Schrddinger (TRSIC, M.; PINTO, M. F. S.,
2009).

Einstein explicou o fenbmeno da emissdo de elétrons por superficies
metalicas ao serem iluminadas, que considerou a luz como um conjunto de particulas
e ndo como ondas. Como as ondas poderiam agir como particulas, de Broglie

percebeu que o elétron que era considerado uma particula, também poderia ter um
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comportamento ondulatério (MORGON, N. H.; COUTINHO, K., 2007). Erwin
Schrédinger, formulou a equacao em termos de funcdo de onda, a qual foi proposta
na década de 1920, juntamente com as ideias de Planck e Born e o principio do
comportamento onda-particula da matéria, ao mesmo tempo em que Heisenberg e
Dirac, independentemente, tiveram as suas contribuicbes para a Mecanica Quantica
(TRSIC, M.; PINTO, M. F. S., 2009).

2.2 A QUIMICA QUANTICA E A QUIMICA COMPUTACIONAL

Com os avancgos na ciéncia da computacdo e o crescente progresso dos
algoritmos, os calculos quimicos-quéanticos também tém se mostrado cada vez mais
eficientes, podendo expressar propriedades estruturais e eletronicas de estruturas
complexas (ARROIO et al, 2010, p. 695). Para realizar os calculos, é necessario
inicialmente preparar um input, um arquivo de entrada, ou seja, construir a molécula
desejada para o estudo, em seguida, a molécula pode ser submetida a célculo. Para
isso, existem diversos softwares capazes de verificar e esquematizar moléculas e
configurar diversos tipos de calculos que se deseja, gerando o output, arquivo de
saida, onde € possivel examinar os resultados obtidos (SILVA, F. I., SOUZA, J. A,,
2019; WILLOUGHBY, P. H. et al., 2014).

A Quimica Quantica tem como objetivo obter solu¢bes para a equacao de
Schrédinger, para determinar precisamente propriedades de sistemas atbmicos e
moleculares, independentemente do tempo (MORGON, N. H.; COUTINHO, K., 2007,
p. 1). Considerando que a equacao de Schrédinger € muito complexa para sistemas
multieletrbnicos, €é necessario fazer a aproximacdo de Born-Oppenheiner,
desprezando os efeitos relativisticos (SILVA, F. I, SOUZA, J. A., 2019). “A
aproximacdo de Born-Oppenheimer, é uma divisdo do sistema que separa 0
movimento nuclear do movimento eletrénico” (TRZESNIAK, D. R. F., 2002). Desta
forma, primeiramente, resolve-se a parte dos elétrons para cada posicdo fixa dos
nucleos e, depois calcula-se a parte do movimento do nucleo, isso ocorre devido ao
fato de que os nucleos sdo mais massivos do que 0s elétrons, por isso é possivel
considerar que o nucleo esta “fixo” em relagdo ao movimento dos elétrons
(SHERRILL, C. D., 2005; TRZESNIAK, D. R. F., 2002). Essa aproximacédo pode ser

denominada Energia do Ponto Unico, a qual é um tipo de calculo que obtém
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informacdes béasicas sobre uma posi¢do especifica do nicleo em uma molécula
(SILVA, F. I., SOUZA, J. A., 2019).

De acordo com a mecanica quantica, com a equacdo de Schrodinger é
possivel determinar a energia e outras propriedades de qualquer molécula, porém,
devido a sua complexidade, para sistemas muito grandes, a exata resolucao para
essa equacao € muito dificil de ocorrer devido a interacdo quimica e as possibilidades
conformacionais. Diante disso, o principio variacional busca a conformacao de menor
energia da funcdo de onda, pois quanto menor a energia, melhor é a funcéo de onda
e tende a reduzir os custos computacionais, ou seja, a execucdo dos calculos deve
ser mais rapida (SILVA, F. I, SOUZA, J. A,, 2019).

Os primeiros cientistas a efetuar calculos via quimica computacional foram W.
Heitler e F. London em 1927. Com a evolucao da informatica, na década de 1940 ja
era possivel fazer calculos para equacdes de onda em sistemas atdmicos. No inicio
da década de 1950 foram efetuados os primeiros calculos semi-empiricos de orbitais
atomicos (SANT'ANNA, C. M. R., 2009).

2.2.1 Métodos e técnicas computacionais

Os programas utilizados na quimica computacional sdo baseados em
diferentes métodos de quimica quantica, os métodos empiricos e semi-empiricos tem
como base o Hartree-Fock, que “é um método aproximado para determinar a funcao
de onda e a energia de inUmeros corpos em um estado estacionario”, e que 0
movimento de um elétron ndo depende dos outros (SANT’ANNA, C. M. R., 2009).

Hartree em 1930, derivou equacles para funcdes que consideravam um
elétron por vez, ou seja, a partir da aproximacdo de Born-Oppenheimer. No ano
seguinte, Vladimir A. Fock, adicionou o spin nas equacoes de Hartree, desta maneira,
consolidou as equacdes Hartree-Fock (TRSIC, M.; PINTO, M. F. S., 2009; MORGON,
N. H.; COUTINHO, K., 2007).

Hé& varias técnicas de calculos computacionais, 0s quais possuem diversos
meétodos e niveis de teoria, como 0 método semi-empirico, o qual emprega parametros
experimentais através da aproximacao e da simplificacdo das equacdes, limitando o
tamanho do sistema para poder chegar a alguma solucédo e o método ab initio, que
simplifica significativamente a equacdo de Schrddinger, porque ndo considera que

possa ocorrer deslocamento dos nucleos atémicos, convertendo para uma solugéo
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exata das equacles fundamentais de acordo com o0 numero de aproximacdes
reduzidos. A qualidade do método semi-empirico, depende dos niveis de teorias e de
suas aproximacdes, que da origem a amplitude das informacdes (SANT’ANNA, C. M.
R., 2009).

Os métodos ab initio e semi-empirico fornecem inUmeros parametros em um
curto periodo, ainda com “descricdo mais detalhada e acurada dos efeitos eletrdnicos,
guando se compara com os métodos empiricos” (ARROIO, A., et al., 2010). Para
Rothaan, os orbitais de Hartree-Fock, podem ser obtidos a partir de uma combinacgao
de fungdes de bases, desta forma, surgiu a Teoria dos Orbitais Moleculares, esta
teoria considera que o orbital molecular pode ser obtido através de orbitais atbmicos,
para um sistema com n fung¢des de base monoeletronicas. As fungdes de bases, sao
conjuntos de fungdes matematicas que descrevem as funcdes de onda moleculares e
atdmicas (TRSIC, M.; PINTO, M. F. S., 2009, p. 104-105).

Segundo Kaupp et al., (2004), geralmente os calculos computacionais sao
realizados para moléculas ou conjuntos isolados, sem considerar 0 meio e 0s seus
efeitos, como o efeito do solvente. Para Damasceno (2009), o solvente pode
influenciar nas propriedades de um composto, de diferentes maneiras, afetando a
conformacao da molécula, além disso, os espectros de absorcdo podem apresentar
mudancas de acordo com as diferencas de polaridade dos solventes.

Nos ultimos anos, tem se introduzido solventes com interacdo direta com o
soluto, mas o uso de modelos que ndo envolvam a interacdo soluto-solvente, ainda é
muito utilizada, pois demanda menos custo computacional. Um dos métodos de
solvatacdo mais utilizado, é o PCM (polarizable continuum model - modelo continuo
polarizavel), determinado por Tomasi (DAMASCENO, M. V. A., 2009). A escolha de
solvente para os esteroides possui alguns critérios, como ser transparente a radiacao
UV, dissolver a amostra a uma concentracdo suficiente para realizar a medicédo e nao

reagir qguimicamente com o composto (KASAL, A. et al., 2010).

2.2.2 Teoria funcional de densidade

Para tratar de sistemas muito grandes, uma maneira de reduzir o custo
computacional € utilizando o método da Teoria do Funcional de Densidade (DFT),
proposta por Hohenberg e Kohn, em 1964. A DFT é usada para estudar a estrutura

eletrbnica de sistemas com muitos corpos, principalmente atomos, moléculas e
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solidos, por meio das coordenadas X, y e z, com isso, as propriedades podem ser
determinadas a partir de funcionais, nesse caso, a densidade eletronica. Eles
demonstram que, em principio, a densidade eletrénica contém toda a informacgéo que
pode ser obtida da funcédo de onda de muitos elétrons (TRSIC, M.; PINTO, M. F. S.,
2009, p. 90-93).

Kohn, junto com Sham, aperfeicoaram a teoria, utilizando um sistema de
referéncia para a descricdo, tinham a intencdo de encontrar a equacdo do
hamiltoniano para esse sistema, onde os elétrons ndo interagissem entre si (TRSIC,
M.; PINTO, M. F. S., 2009; MORGON, N. H.; COUTINHO, K., 2007). A DFT, é uma
ferramenta alternativa utilizada para calcular propriedades moleculares. A densidade
eletrdnica, fornece conceitos quimicos e definicbes precisas que sdo muito utilizadas,
como, potencial quimico, dureza, moleza, eletronegatividade e muitos outros.
Portanto, tem sido possivel o desenvolvimento de técnicas computacionais para a
realizacéo de calculos DFT, tornando-se uma ferramenta que, estabelece uma ligagéao
entre calculos quanticos e as propriedades e conceitos quimicos (MORGON, N. H.;
COUTINHO, K., 2007, p. 84-85).

2.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Alguns nucleos atémicos, possuem um comportamento como se estivessem
girando ao redor do seu proprio eixo, como no caso do *C e do *H. Quando os nlicleos
estdo em rotacdo, eles agem como barras magnéticas e interagem com 0 campo
magneético externo, quando ndo ha um campo magnético externo, os nucleos agem
de forma aleatdria. Ao adicionar esses nucleos em contato com os polos de um ima,
0 nudcleo passara ter orientacdo de acordo com os polos. Se uma radiacéo
eletromagnética for irradiada aos nucleos orientados, estes absorvem energia, e 0
estado de menor energia, passa o spin para o estado de maior energia, iSSo ocorre
guando os nucleos magnéticos estdo em ressonancia com a radiacao, este fenébmeno
€ chamado de Ressonancia Magnética Nuclear (MCMURRY. J., 2011, vol. 1, p. 416).

Quando um campo externo € aplicado, induz uma circulacéo dos elétrons na
nuvem eletrbnica, gerando campos magnéticos em diferentes partes do nudcleo
atbmico, isso € chamado de deslocamento quimico. Além disso, a técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear, pode ser usada para determinar a conformacéo de

uma molécula em solucdo ou em estado solido e identificar componentes
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desconhecidos dentro de uma amostra, utilizando um espectrometro de RMN como
ilustrado na Figura 1 (NASCIMENTO, C., 2016; MCMURRY. J., 2011).

FIGURA 1 — ESPECTROMETRO DE RMN
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FONTE: REISCHI, M. S. (2015).

Os espectros de RMN, sdo expressos em espectros que mostram a forca
aplicada, a esquerda do espectro esta 0 campo baixo e a direita 0 campo alto, quanto
mais baixo o campo, menor € a forca para que ocorra a ressonancia, indicando que
h& pouca blindagem, desta forma, quanto maior o campo, maior € a forca necessaria
e maior é a blindagem. A blindagem esta relacionada com o movimento dos elétrons,
gue atuam no sentido oposto ao campo aplicado, gerando um pequeno campo
magnético local, desta forma, o campo aplicado chega ao nucleo um pouco mais fraco,
guanto menor a blindagem, maior é o deslocamento quimico, desta forma, os nucleos
com forte deslocamento quimico, sdo considerados fortemente desblindados
(MCMURRY. J., 2013; SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J., 2015).

As posicOes indicadas nos espectros, representam as frequéncias das
absorcoes realizadas pelos ndcleos, o deslocamento quimico. Para determinar o
deslocamento quimico, é utilizado uma referéncia, essa ndo pode se sobrepor aos
sinais da amostra estudada. Na Quimica Organica, o tetrametilsilano, mais conhecido
como TMS, é a referéncia mais utilizada (MCMURRY. J., 2011).

Para escolher uma referéncia para espectros de RMN, é necessario que o
composto seja quimicamente inerte, ou seja, que ndo reaja com a amostra, que seja
volatil e solivel em compostos organicos, que mostre um sinal intenso no espectro e

gue o ambiente quimico do hidrogénio seja bastante blindado, dentre todas essas
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caracteristicas necessérias, o TMS se encaixa em todas elas (NASCIMENTO, C.,
2016, p. 29-30). Entretanto, além de escolher um bom ponto de referéncia, deve-se
determinar um solvente adequado para a amostra, que para ser o mais proximo do
ideal, ndo deve conter hidrogénios (H), por isso se utiliza solventes deuterados (D),
inertes e volateis, além de apresentar baixo custo (SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER,
F. X.; KIEMLE, D. J., 2015).

A RMN também emprega medidas quantitativas, geracdo de imagens
tomogréficas e andlises fisico-quimicas de sistemas heterogéneos, € bastante
utilizada na quimica organica para confirmar as estruturas de compostos obtidos por
processos sintéticos, além de produtos naturais e a aplicacdo na area farmacéutica e
medicinal (NASCIMENTO, C., 2016).

A elucidacao da estrutura da molécula € um processo que combina métodos
espectroscopicos para provar a estrutura que foi proposta. Um desses casos, € a
combinacdo da espectroscopia de RMN junto com a espectroscopia de massa,
normalmente encontrado nas industrias farmacéuticas, onde o uso sintético e
espectroscopio sao necessarios para derivar estruturas desconhecidas e transforma-
las em produtos seguros e eficientes (XIN. D., et al., 2017).

Podemos observar os estudos de Dongyue Xin et al. (2017), sobre a
espectroscopia de massa e raio-X monocristalino, acompanhado da espectroscopia
de RMN, séo poderosas ferramentas usadas para determinar estruturas, sendo que a
RMN superou a espectroscopia de massa na capacidade de determinar conectividade
atdbmica, além disso, também possui vantagem sobre a cristalografia de raios-X
guando os compostos ndo sao cristalinos, pois sao instaveis e podem conter
impurezas. Com os avan¢os da RMN, expandiu-se os limites da elucidacdo da
estrutura, sendo muito frequente em pesquisas e nas industrias farmacéuticas,
podendo diminuir custos, tempo e materiais, acelerando o processo de

desenvolvimento do composto.

2.4 ESTEROIDES

Os esteroides sdo compostos derivados do triterpeno lanosterol, podem ser
extraidos de vegetais e animais. Sua estrutura € formada por quatro anéis, designados
A, B, C e D, sendo os trés primeiros anéis de seis membros com conformacdo em

cadeira, mas devido a sua geometria rigida, sdo impedidos de sofrer a inversdo do
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anel. Os anéis A e B podem se juntar de maneira cis ou trans, enquanto os demais
geralmente séo trans (MCMURRY. J., 2013).

Os esteroides sdo moléculas longas, que possuem grupos metila no C18 e no
C19, que se sobressaem acima do sistema. Os esteroides cis A-B normalmente estéo
presentes no figado e na bile. Cada esteroides possui uma func¢do especifica de
acordo com suas caracteristicas quimicas e bioldgicas, que variam de acordo com 0s
substituintes R, na Figura 2 esta representado a estrutura basica de um esteroides
(MCMURRY. J., 2013).

FIGURA 2 — ESTRUTURA BASICA DE UM ESTEROIDE
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FONTE: A Autora (2019).

Em humanos, os esteroides normalmente funcionam como horménios, que
séo classificados em hormonios sexuais e hormonios adrenais. Os hormoénios sexuais
s80 responsaveis pelas caracteristicas sexuais masculinas e femininas, sendo a
testosterona e a androsterona os principais horménios masculinos e, a estrona e a
progesterona sao o0s principais hormoénios femininos, representado na Figura 3
(MCMURRY. J., 2013).

FIGURA 3 — PRINCIPAIS HORMONIOS SEXUAIS HUMANOS
HsC

PROGESTERONA TESTOSTERONA
FONTE: A Autora (2019).

Os horménios adrenais sédo secretados pelas glandulas adrenais, e existem

dois tipos, os mineralocorticoides, que controla o inchago dos tecidos e controla o sal
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celular entre sodio e potassio, e 0 glucocorticoides, que regula o metabolismo da
glicose e as inflamacdes. Os esteroides além de serem extraidos de plantas, também
podem ser sintetizados para usos farmacéuticos, como por exemplo, as pilulas
anticoncepcionais e os anabolizantes (MCMURRY. J., 2013).

A elucidacdo de uma estrutura é tdo importante quanto sintetiza-la, diante
disso, técnicas espectroscopicas modernas tem sido cada vez mais utilizadas. A
determinacao da estrutura do colesterol € um exemplo de dificuldade na determinacéo
estrutural, Wieland e Windaus, em 1927 e 1928, receberam o Prémio Nobel, pela
proposta da estrutura do colesterol, através de dados obtidos por meio de
decomposicbes quimicas. Mais tarde, apesar de conhecerem a funcdo do colesterol
no organismo, observou-se que sua estrutura estava errada, a qual foi comprovado
através de Raio-X em 1932, como ilustrado na Figura 4 (NICOLAOU, K. C.; SNYDER,
S. A., 2005).

FIGURA 4 —ESTRUTURA DO COLESTEROL PROPOSTA INICIALMENTE E A ESTRUTURA
CORRETA DO COLESTEROL

CH, HC,
HaG CH,
CHj CHj
HsC
OH HO

ESTRUTURA DO COLESTEROL ESTRUTURA CORRETA DO COLESTEROL
PROPOSTA EM 1927 DETERMINADA EM 1932

FONTE: A Autora (2019).

De acordo com Luo et al. (1993), a tenacigenina € um composto presente em
uma erva medicinal distribuida em uma regido da China, esta é usada para o
tratamento de cancer. Para esse estudo, foram aplicados uma variedade de RMN 2D,
para permitir a completa atribuicdo de deslocamentos quimicos de protons e carbonos
para elucidar a estrutura deste esteroide. A técnica de HETCOR (Heteronuclear
Correlation Spectroscopy — Espectroscopia de correlacdo heteronuclear) foi usada
para obter as conectividades dos atomos de carbono, também fornece a configuracéo
esteroquimica do composto. O uso da modelagem computacional contribui para a
precisdo e eficiéncia do trabalho fornecendo distancias interatbmicas e angulos
diédricos resultantes de simulacfes dinamicas moleculares.

Nas ultimas décadas, varios esteroides com atividade progestacional foram

descobertos, sintetizados e usados como contraceptivos e repositores hormonais,
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com isso, estudos computacionais voltados a estes esteroides tém sido desenvolvidos
a fim de conhecer mais este grupo de moléculas, como por exemplo, o trabalho de
Colombo et al. (2007), a auséncia de grupo metila ou de grupos funcionais altera a
atividade dos esteroides. Calculos teoricos foram realizados utilizando nivel de teoria
B3LYP/6-31G, além disso, dados experimentais de RMN foram utilizados para apoiar
os resultados dos calculos.

Nos estudos de ljare et al. (2005), propuseram um método simples para
detectar e quantificar a classe conjugada da glicina e taurina de &cidos biliares da
vesicula biliar humana, usando a espectroscopia de RMN H e '3C. Os métodos
comumente usados para a deteccdo e quantificacdo de acidos biliares em fluidos
corporais envolvem etapas como extracao, hidrélise e purificacdo antes da analise de
RMN.

A progesterona é um agente progestacional natural. Os agentes
progestacionais, sintéticos ou naturais, sdo compostos capazes de transformar
endométrio preparado por estrogénios em um estado secretor e sdo denominados
progestogénios, que constituem uma das principais classes de esteroides. A
medrogestona é uma progestina sintética usada no tratamento hormonal, além disso,
€ muito estudada na biossintese e metabolismo do estrogénio e em células mamarias
cancerigenas (PASQUALINI, J. R., 1996). Diante disso, Ferraboschi et al. (2015), por
meio de estudos usando as técnicas de RMN e cristalografia de raio-X em estado
sélido conseguiu designar a estereoquimica dos carbonos assimétricos, juntamente
com suas caracteristicas geométricas, relacionando-as com propriedades
farmacoldgicas, o que € muito relevante para ajudar na definicdo da conformacéo
bioativa destes compostos.

Desde o desenvolvimento da espectroscopia de RMN em 1945, tornou-se
uma das principais ferramentas para a elucidacao estrutural, principalmente para os
compostos organicos, entretanto, apesar da evolucdo da técnica, o espectro de RMN
para algumas moléculas pode ndo ser adequado, pois ambientes quimicos
semelhantes podem dificultar a identificacdo do deslocamento quimico, como o0s
esteroides. Diante disso, os calculos quanticos computacionais sdo essenciais para a
elucidacdo estrutural, pois através dos célculos teéricos € possivel determinar com
precisdo cada ambiente quimico (LINDGREN, E. B.; LEAL, K. Z., 2013, In. LODEWYK,
2012).
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Os calculos foram efetuados por meio de um computador Intel i7, 3.4 GHz,
com sistema operacional Linux Ubuntu 16.0 LTS. Para desenho molecular, utilizou-se
o programa ChemSketch™ e a sele¢céo das bases e dos solventes foram realizadas

pelo programa GaussView 4.1™. Os calculos foram executados pelo programa

Gaussian 09W ™,

Inicialmente, realizou-se o célculo de otimiza¢do da molécula, usando como
nivel de teoria, DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) no vacuo, em seguida, executou-se 0S
calculos de RMN de acordo com a Tabela 1. Para a realizacao dos célculos, usou-se
a 16-B-hidroxiprogesterona, Figura 5, por ser um esteroide de estrutura conhecida e
por conter diversas ligagbes C-O, comum na maioria dos esteroides, que foi obtido a

partir da hidroxilagcdo da progesterona e a descricdo dos dados de RMN se

encontravam na literatura (KILLE, S. et al., 2011).

FIGURA 5 — ESTEROIDE 1, 16-8-HIDROXIPROGESTERONA
HaC
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FONTE: A Autora (2019).

TABELA1 - NIVEIS DE TEORIA USADOS PARA CALCULOS DE RMN DA 16-8-
HIDROXIPROGESTERONA
Niveis de Teoria Solvatacao
1 DFT/B3LYP 6-311+G(2d,p) Vacuo
2 DFT/B3LYP 6-311+G(2d,p) IEFPCM (Metanol)
3 DFT/B3PW91 6-311+G(2d,p) Vacuo
4 DFT/B3PW91 6-311+G(2d,p) IEFPCM (Metanol)
5 DFT/MPW1PW91 6-311+G(2d,p) Vacuo
6 DFT/MPW1PW91 6-311+G(2d,p) IEFPCM (Metanol)
7 DFT/PBEPBE 6-311+G(2d,p) Vacuo
8 DFT/PBEPBE 6-311+G(2d,p) IEFPCM (Metanol)
9 DFT/B3LYP aug- cc-Pvdz Vécuo
10 DFT/B3LYP aug- cc-Pvdz IEFPCM (Metanol)
11 DFT/WB97XD 6-311+G(2d,p) Vacuo
12 DFT/WB97XD 6-311+G(2d,p) IEFPCM (Metanol)
13 DFT/CAM-B3LYP 6-311+G(2d,p) Vacuo
14 DFT/CAM-B3LYP 6-311+G(2d,p) IEFPCM (Metanol)

FONTE: A Autora (2019).
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Como padréo interno dos célculos tedricos de referéncia para a calibragcdo dos
deslocamentos quimicos na espectroscopia de RMN 13C e H, utilizou-se o
tetrametilsilano (TMS) e o dioxano+TMS, representados na Figura 6, a fim de
comparar os resultados e determinar qual dos padrées € melhor para célculos de RMN
em esteroides, sendo que esse ultimo foi usado para atenuar os efeitos relativisticos

do oxigénio.

FIGURA 6 — ESTRUTURA DO DIOXANO+TMS E DO TETRAMETILSILANO USADOS COMO
PADRAO INTERNO DE REFERENCIA
o) C|3H3
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DIOXANO TETRAMETILSILANO (TMS)
FONTE: A Autora (2019).

Em seguida, aumentou-se o escopo de esteroides (Figura 7), para se avaliar
como o método selecionado na etapa anterior se comportava num maior nimero de

moléculas.

FIGURA 7 — ESTEROIDES
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FONTE: A Autora (2019).
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Realizou-se os célculos para os esteroides de acordo com a Tabela 2. Nesta,
esta disposto o nivel de teoria utilizado para os calculos de otimizacdo e
posteriormente de RMN, onde os célculos foram realizados no vacuo e com diferentes
métodos de solvatacdo, de acordo com os métodos utilizados nos valores
experimentais de cada esteroide.

TABELA 2 - NIVEIS DE TEORIA USADOS PARA OS CALCULOS DE RMN EM ESTEROIDES

Nivel de Teoria Solvatacéo
Esteroide 2 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Véacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 3 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Véacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 4 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Véacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Agua
Esteroide 5 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Véacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 6 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Véacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 7 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Véacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Piridina
Esteroide 8 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Véacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 9 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Vacuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 10 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Vécuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 11 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Vécuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Cloroférmio
Esteroide 12 DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Vécuo
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) Agua

FONTE: A Autora (2019).

O esteroide 2, conhecido como tenacigenina, foi previamente isolada por Zhou
e Luo, a estrutura foi analisada por cromatografia de raio-X como sendo um esteroide
C21 com 5a, 17a-pregnano-3f, 8a, 11a, 128, 14B-pentanol-20-ona-8, 11-cetal, possui
propriedades medicinais e é usado no tratamento de cancer. Possui a estrutura basica
de um esteroide, entretanto, os ciclos B e C estdo ligados de maneira cis, enquanto
os ciclos C e D formam uma “gaiola rigida” com dois anéis cetais, e possui diversas
hidroxilas (LUO, Si-Qi et al., 1993).

O esteroide 3, também chamado de levonorgestrel, é um tipo de progesterona
sintética, usado como contraceptivo hormonal, seu nome de acordo com a IUPAC é
(B8R, 9S, 10R, 13S, 14S, 17R)-13-etil-17-etinil-17-hidroxi-1,2,6,7,8,9,10,11,12,

14,15,16-dodeca-hidrociclopenta [a] fenantreno-3-ona. Sua estrutura € composta por
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quatro ciclos, um grupamento cetona e outro &lcool, ligados aos carbonos 13 e 17 h4
um etano e um etino respectivamente (COLOMBO, D. et al., 2007).

Os esteroides 4 e 12, acido colico e o &cido taurocolico respectivamente, sdo
acidos biliares conjugados da glicina e da taurina na bilis humana. O esteroide 4
possui hidroxilas nos C2, C8 e C13, e um &cido carboxilico no C17. O esteroide 12, é
conjugado com a taurina no C17, possui hidroxilas nos C2, C8 e C13 (IJARE, O. B. et
al., 2005).

O esteroide 5, é a 17B-hidréxi-4-androsten-3-ona, também chamada de
testosterona, € o principal horménio masculino, com uma dupla ligacdo no C3,
grupamento cetona no C2, uma hidroxila no C23, é sintetizado nos testiculos a partir
do colesterol, e conhecido como um dos hormoénios androgénios, que Ssao
responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas masculinas (HAYAMIZU, K. et
al., 1990).

Os esteroides 6, 7 e 8 séo, progesterona, 17a-metil-3-etoxi-pregna-3,5-dien-
20-ona e 3-etoxi-6-formil-17a-metil-3,5-pregnadien-20-ona, respectivamente, a
progesterona é um horménio feminino produzido nos ovarios e € essencial para a
preparacao e a implementacao de um ovulo fertilizado. Possui um grupamento cetona
no C2, uma dupla ligacdo no C3 e no C17 uma acetila. Enquanto os esteroides 7 e 8
sdo agentes progestacionais sintéticos usados como repositores hormonais, 0
esteroide 7 possui um etoxi e uma dupla ligacdo no C2, e uma dupla ligacado no C4,
no C17 uma metila e acetila que se sobressaem ao plano, e o esteroide 8 se diferencia
do 7 apenas pela presenca de um grupamento aldeido no C7 (FERRABOSCHI, P. et
al., 2015).

Os esteroides 9, 10 e 11, séo esteroides progestacionais e a pregnenolona,
gue é produzida a partir do colesterol através das glandulas suprarrenais, mas
também pode ser sintetizada em outros 6rgdos como o0s ovarios. O esteroide 9 € um
agente progestacional sintéticos, que possui como fungéo, inibir a acdo do estrogénio,
ou seja, € usado como contraceptivo. Possui um grupamento cetona no C2, uma dupla
ligacdo e acido sulfanilpropandico no C3, um grupamento éster e um propino ligados
ao C17. O esteroide 10 é um composto sintético derivado da progesterona, com um
grupamento éster no C2, uma dupla ligagdo no C4, um propil-diol no C15 e uma grupo
acetil no C17. O esteroide 11 também € um composto derivado da progesterona,
possui grupamento cetona no C2, uma dupla ligagcdo no C3, uma hidroxila no C7, um
propeno ligado ao C16 e no C17 um grupo acetil (KORDE, S. S. et al., 1999).
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Para auxiliar na analise, foram calculados o MAD (Mean Absolute Deviation —
Desvio Médio Absoluto), que corresponde a média dos desvios de cada deslocamento
quimico calculado em relacao ao deslocamento quimico experimental, equacdo 1, e o
RMSE (Root Mean Squared Error — Erro Médio Quadratico da Raiz) que fornece
informacdes sobre 0 quanto os pontos estdo préximos da linha de tendéncia em cada

regresséo linear, equacao 2:

n —
MAD = Yi—oléexp—dcal| (1)

n

n

RMSE = \[Zizlnw (2)

Para determinar os valores teéricos para o 3C e 'H, usando o TMS, basta
fazer a subtracdo do valor do deslocamento quimico, de acordo com a equacgao 3,
usando o dioxano+TMS, também €& necessario incluir os valores experimentais, de

acordo com a equaco 4:
O = Ocal — Ocal. TMs (3)
O = Odioxano — Ocal * Odioxano exp. (4)

Os valores experimentais usados para o calculo de RMN 3C e 'H do dioxano

estao dispostos na Tabela 3.

TABELA 3 - VALORES DE DESLOCAMENTO QUIMICO EXPERIMENTAIS DE *3C E *H DO DIOXANO

Solvente 13C (ppm) 'H (ppm)
Metanol 68,1 3,66
Cloroférmio 67,1 3,71
Agua 67,2 3,75
Piridina 67,7 3,61

FONTE: Adaptado de FULMER, Gregory R. et al, 2010.

Apés a obtencdo desses dados, foi analisado qual seria o melhor método em
potencial. Para isso foram verificados os seguintes fatores: 1) menores valores de

MAD e RMSE; 2) menor custo computacional.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na primeira etapa, obteve-se os valores calculados para cada carbono e para
cada o hidrogénio, através dos calculos computacionais, e os valores calculados
foram obtidos através das equacdes 3 e 4. Os célculos foram executados para a 16-
B-hidroxiprogesterona (esteroide 1), representado na Figura 8, os mesmos, foram
executados para o tetrametilsilano (TMS) e para o dioxano acoplado ao TMS, ambos
utilizados como padrao interno, sendo o segundo, utilizado para amenizar os efeitos
relativisticos do oxigénio. Na Tabela 4 estdo descritos os valores de deslocamentos

guimicos para o TMS e o dioxano calculados.

FIGURA 8 - ESTRUTURA 3D DO ESTEROIDE 1, 16-8-HIDROXIPROGESTERONA

FONTE: A Autora (2019).

TABELA 4 - VALORES DE DESLOCAMENTO QUIMICO DO TMS E DO DIOXANO UTILIZANDO
DIFERENTES NIVEIS DE TEORIA

TMS 13C (ppm) TMS H (ppm) Dioxano **C (ppm) Dioxano *H (ppm)
1 183,4 31,95 112,1 28,29
2 184,1 31,95 112,2 28,19
3 186,4 31,84 116,8 28,94
4 186,9 31,83 116,8 28,13
5 187,4 31,82 118,2 28,24
6 187,9 31,82 118,2 28,13
7 184,3 31,72 112,4 27,99
8 184,9 31,71 112,5 27,89
9 192,6 31,80 124,6 28,06
10 193,2 31,81 1247 27,96
11 188,2 31,99 119,2 28,34
12 188,9 31,90 119,2 28,43
13 186,5 31,90 115,8 28,25
14 187,1 31,90 115,8 28,14

1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);
11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13
- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)

FONTE: A Autora (2019).



29

ApOs realizados todos os célculos e determinar os valores teoricos, calculou-
se 0 MAD e o RMSE. Além disso, utilizou-se o TMS e o dioxano para comparar 0S
resultados e determinar qual padrdo € o mais adequado para a calibracdo dos
deslocamentos quimicos na espectroscopia de RMN 3C e 'H. Na Tabela 5 estdo os
resultados de MAD e RMSE usando o TMS como padréao, e na Tabela 6, estdo os

resultados de MAD e RMSE utilizando o dioxano+TMS como padréo.

TABELA 5 - VALORES DE MAD E RMSE USANDO O TMS COMO PADRAO INTERNO

MAD (ppm) RMSE (ppm)
13C 1H 13C 1H
1 5,001 0,177 22,661 0,002
2 6,258 0,222 28,523 0,315
3 3,711 0,185 15,973 0,044
4 5,227 0,224 23,201 0,401
5 3,553 0,309 15,068 0,539
6 4,784 0,211 20,914 0,309
7 5,191 0,253 23,786 0,571
8 6,504 0,305 29,804 0,899
9 3,232 0,194 13,174 0,232
10 4,402 0,262 18,734 0,671
11 3,438 0,194 14,524 0,175
12 4,635 0,203 20,192 0,162
13 4,506 0,193 20,149 0,224
14 5,763 0,194 26,001 0,181

1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);
11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13
- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)

FONTE: A Autora (2019).

TABELA 6 - VALORES DE MAD E RMSE USANDO O DIOXANO+TMS COMO PADRAO INTERNO

(continua)
MAD (ppm) RMSE (ppm)
13C 1H 13C lH
1 2,679 0,177 8,148 0,018
2 3,420 0,201 11,292 0,153
3 2,922 0,203 10,703 0,326
4 3,648 0,208 13,806 0,213
5 2,833 0,328 10,348 0,914
6 3,549 0,201 13,353 0,168
7 2,712 0,224 6,647 0,243
8 3,389 0,230 9,916 0,149
9 3,353 0,183 13,953 0,143
10 4,070 0,199 16,855 0,219
11 2,813 0,195 10,583 0,222
12 3,479 0,323 13,18 1,053
13 2,866 0,189 8,602 0,177

14 3,628 0,195 11,519 0,288
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TABELA 6 - VALORES DE MAD E RMSE USANDO O DIOXANO+TMS COMO PADRAO INTERNO
(concluséo)

1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);

11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13

- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)

FONTE: A Autora (2019).

Diante dos resultados obtidos e descritos nas Tabelas 5 e 6, construiu-se
gréficos para analisar e comparar os resultados em diferentes aspectos. No gréafico 1,
é possivel observar os valores de MAD e RMSE, para o deslocamento de 'H,
utilizando o TMS como referéncia dos calculos de RMN.

Analisando o Grafico 1, observa-se que ha varios niveis de teoria com
percentual de erro abaixo de 0,2 ppm, porém, os métodos que mais se destacam sao
01 e o 3, DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-vacuo e DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-vacuo,
respectivamente, com resultados de RMSE bem proximos de zero, que demonstra
gue os valores experimentais e tedricos estao proximos da linha de tendéncia, ou seja,

os valores previstos estao proximos dos valores reais.

GRAFICO 1 - VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO *H USANDO TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);

11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13

- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)
FONTE: A Autora (2019).
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No Gréfico 2, observa-se os valores de MAD e RMSE para o deslocamento
quimico para o *3C, utilizando o TMS como padréo interno de referéncia. Pode-se
observar que os métodos que obtiveram os valores mais satisfatorios foram 0 5, 9 e
11, DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo, DFT/B3LYP/aug-cc-pVDZ-Vacuo e
DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Vacuo, respectivamente, com resultados de MAD
abaixo de 5 ppm e de RMSE abaixo de 15 ppm.

GRAFICO 2 - VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO **C USANDO TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);

11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13

- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)
FONTE: A Autora (2019).

No Gréfico 3, observamos os valores de MAD e RMSE dos deslocamentos
guimicos do 'H, usando como padréo interno de referéncia, dioxano+TMS, podemos
ver que os valores de MAD e RMSE ficaram bem préximos, exceto os métodos 5 e
12, DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-vacuo e DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-
IEFPCM(metanol), respectivamente, que apresentaram valores bem elevados de
RMSE, além disso, o método que apresentou os melhores resultados foi o 1,
DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-vacuo, onde apresentou resultados de MAD abaixo de 0,2

ppm e de RMSE préoximo de zero.
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GRAFICO 3 - VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO 'H USANDO
DIOXANO+TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);

11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13

- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)
FONTE: A Autora (2019).

Observa-se que ao analisar os resultados, os calculos usando o dioxano+TMS
como padrao interno de referéncia, obtiveram resultados melhores em relacdo aos
resultados obtidos usando o TMS, podemos observar isso ao comparar o Grafico 3
com o Grafico 1, onde ambos apresentam os resultados de MAD e RMSE para o
deslocamento quimico de *H. Enquanto no Gréfico 3, quase todos os resultados estéo
préximos ou abaixo de 0,2 ppm, e no Gréfico 1 ha varios com resultados acima de 0,2
ppm, diante disso, pode-se determinar que o erro percentual da acuracia € menor
utilizando o dioxano+TMS para calibracdo dos deslocamentos quimicos de RMN de
esteroides, devido o efeito dos atomos de oxigénio.

No Grafico 4, observamos os valores de MAD e RMSE para os deslocamentos
guimicos do 13C, usando como padréo interno de referéncia o dioxano+TMS, podemos
ver que os valores de MAD *3C sdo menores em relacéo aos valores de RMSE, como

ja visto também no Gréfico 2.
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GRAFICO 4 - VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO **C USANDO
DIOXANO+TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);

11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13

- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)
FONTE: A Autora (2019).

Ao analisarmos o gréafico, € possivel observar que o0s meétodos que
apresentaram os melhores resultados foram 1 e 7, DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-vacuo
e DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-vacuo, respetivamente. Novamente, observamos que
os resultados que empregam dioxano+TMS como padrao interno de referéncia, tem
sido melhores em relacdo ao uso do TMS apenas, portanto, apos analisar os niveis
de teoria, determina-se que o uso de dioxano+TMS € o melhor para calibracdo de
deslocamento quimico de RMN de *H e 3C de esteroides.

No Gréfico 5, podemos comparar os resultados de MAD para o ‘H, obtidos
através do TMS e do dioxano+TMS. No grafico, observa-se que os valores estédo
guase todos bem proximos, e somente por meio deste grafico, ndo € possivel dizer
gual padréo de referéncia € melhor para céalculos em esteroides.

No Gréfico 6, pode-se comparar os valores de MAD para o 13C, usando o TMS
e o dioxano+TMS, sendo que agora é possivel observar que os valores de MAD
calculados usando o dioxano+TMS foram menores do que os resultados calculados

usando o TMS em todos os niveis de teoria.
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GRAFICO 5 - VALORES DE MAD PARA *H USANDO TMS E DIOXANO+TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);

11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanal); 13

- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)
FONTE: A Autora (2019).

GRAFICO 6 - VALORES DE MAD PARA *3C USANDO TMS E DIOXANO+TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 9 -

DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol); 11 -

DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13 -

DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)
FONTE: A Autora (2019).

No Gréfico 7, comparamos os valores de RMSE para 'H calculados usando
tanto o TMS quanto o dioxano+TMS, podemos verificar que para alguns métodos, o
TMS mostrou-se ser o melhor padrdo interno, e para outros, o dioxano+TMS

apresentou melhores resultados.
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No Gréfico 8, € possivel visualizar que os resultados para os valores de RMSE
13C usando o dioxano+TMS como referéncia, foram melhores em relacdo aos

resultados obtidos com o TMS.

GRAFICO 7 - VALORES DE RMSE PARA *H USANDO TMS E DIOXANO+TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);
11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13
- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)

FONTE: A Autora (2019).

GRAFICO 8 - VALORES DE RMSE PARA *C USANDO TMS E DIOXANO+TMS
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1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM
(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);
11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13
- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)

FONTE: A Autora (2019).
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Através dos Gréficos 5, 6, 7 e 8, determinou-se que o0 uso do dioxano+TMS é
melhor como padréo interno de referéncia para calibracdo dos deslocamentos
quimicos na espectroscopia de RMN para 13C e 'H em esteroides, pois apresentou
menores valores de MAD e RMSE.

Os esteroides sdo moléculas organicas que possuem diversos atomos de
oxigénio, por isso, o dioxano apresentou os melhores resultados de calibragcdo. O
dioxano € um composto heterociclio que possui dois &tomos de oxigénio, sendo eles
na posicao 1 e 4, como demostrado na Figura 9.

FIGURA 9 - ESTRUTURA EM 3D DO DIOXANO

FONTE: A Autora (2019).

Em relacdo aos niveis de teoria, varios apresentaram bons resultados para
célculos em esteroides, porém, o que melhor apresentou foi o DFT/B3LYP/6-
311+G(2d,p)-vacuo, além disso, avaliou-se 0os custos computacionais para todas as
bases, ou seja, quanto tempo os calculos demoraram para serem executados, como
demonstrado no Gréfico 9.

O nivel de teoria DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-vacuo (1), além de apresentar
bons resultados para o MAD e o RMSE, também ndo consumiu muito tempo
computacional, 02h:58min:34s. Os niveis 7 e 8 tiveram um custo computacional
menor, de 01h:14min:39s e 01h16min:23s, respectivamente, mas em relacdo ao
percentual de erro e as aproximacfes dos valores ndo mostrou bons resultados. O
nivel 9 teve um grande custo computacional, pois a base utilizada requer bastante
tempo e espaco para a execucdo do calculo, o que torna este um método

desfavoravel.
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GRAFICO 9 - CUSTOS COMPUTACIONAIS DOS CALCULOS DE RMN PARA OS NiVEIS DE TEORIA
00:00:00
21:36:00
19:12:00
16:48:00
14:24:00
12:00:00
09:36:00
07:12:00
04:48:00
02:24:00
00:00:00

Tempo (h/min/s)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Utilizou-se 1GB de memoaria e 3 nucleos de processamento para os calculos.

1 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 2 - DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

3 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 4 - DFT/B3PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol);

5 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-Vacuo; 6 - DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 7 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-Vécuo; 8 - DFT/PBEPBE/6-311+G(2d,p)-IEFPCM

(Metanol); 9 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-Vacuo; 10 - DFT/B3LYP/aug- cc-pVDZ-IEFPCM (Metanol);

11 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 12 - DFT/WB97XD/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol); 13

- DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-Véacuo; 14 - DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p)-IEFPCM (Metanol)
FONTE: A Autora (2019).

A Teoria Funcional de Densidade (DFT), demonstra que a energia do sistema
pode ser determinada através da densidade eletronica no seu estado fundamental. O
B3LYP, € um funcional hibrido, um dos métodos mais rapidos e que normalmente traz
resultados satisfatérios. Empregado a isso, temos o conjunto de bases 6-311+G(2d,p),
onde abrange 6 funcdes gaussianas, o0 (2d,p) sdo as funcdes de polarizagcdo no
conjunto de bases de um elevado numero quantico. Para célculos que envolvem
cargas ou moléculas no estado excitado, adiciona-se as fungdes difusas “+”, desta
maneira, podemos representar melhor os atomos pesados e melhor descrever a
camada de valéncia para determinar a energia do sistema (TRSIC, M.; PINTO, M. F.
S., 2009). Além disso, segundo Lindgren e Leal (2013), esse método € muito utilizado
para calculos dos tensores de blindagem magnética nuclear.

Quanto aos outros métodos tedricos utilizados, “o MPW1PW9, é caracteristico
por apresentar funcionais alternativos e ser semelhante ao B3LYP para céalculos de
blindagem magnética nuclear”. O B3PW91 pode ser utilizado “tanto para a otimizacéo
da geometria, quanto para os calculos de tensores de blindagem”, além de empregar
bases de valéncia polarizada, enquanto as outras utilizam separadamente
(LINDGREN, E. B.; LEAL, K. Z., 2013, In. LODEWYK, M. W.; et al., 2012).
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Apés determinar qual o melhor método tedrico para os esteroides, utilizou-se a
mesma para os calculos de RMN nos demais esteroides, que estdo representados na
Figura 10. Para essa etapa, utilizou-se o nivel de teoria DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)
para os calculos de RMN. Como solvente, utilizou-se metanol, piridina, adgua e
cloroférmio, de acordo com os dados experimentais obtidos na literatura, além dos
calculos no vacuo.

Inicialmente realizou-se o calculo de otimizacdo para todas moléculas, a
otimizac&o busca a estrutura de menor energia e deixar o sistema mais estavel, sendo
possivel, obter resultados mais precisos (SILVA, F. I., SOUZA, J. A., 2019). Em
seguida, executou-se os calculos de RMN com a melhor base determinada na etapa
anterior, de acordo com a Tabela 2. Diante dos resultados obtidos, determinou-se o
deslocamento quimica teérico de **C e 'H e calculou-se o MAD e o RMSE para
verificar o erro percentual e o quao proximos os valores tedricos estdo dos valores

experimentais, que estao descritos na Tabela 7 e plotados nos graficos 10 e 11.

TABELA 7 — RESULTADOS DE MAD E RMSE PARA OS ESTEROIDES UTILIZANDO O
DIOXANO+TMS COMO REFERENCIA E O NIVEL DE TEORIA DFT/B3LYP/6-
311+G(2d,p)-VACUO

MAD (ppm) RMSE (ppm)

130 1H 13C lH
E1 - Vacuo 2,68 0,17 8,15 0,018
E1l - IEFPCM/Metanol 3,42 0,20 11,29 0,15
E2 — Vacuo 2,16 0,11 3,44 0,32
E2 — IEFPCM/Cloroférmio 2,11 0,10 2,99 0,17
E3 — Vacuo 1,42 0,09 3,67 0,08
E3 — IEFPCM/Cloroférmio 1,72 0,09 5,68 0,15
E4 — Vacuo 2,74 0,12 12,56 0,05
E4 — IEFPCM/Agua 2,41 0,09 11,24 0,23
E5 — Vacuo 1,74 0,15 2,72 0,32
E5 — IEFPCM/Cloroférmio 2,01 0,13 4,50 0,13
E6 — Vacuo 2,18 0,33 5,46 0,20
E6 — IEFPCM/Cloroférmio 2,68 0,33 2,47 0,08
E7 — Vacuo 3,72 0,19 11,03 0,51
E7 — IEFPCM/Piridina 4,05 0,15 12,29 0,39
E8 — Vacuo 2,53 0,19 4,35 0,03
E8 — IEFPCM/Cloroférmio 2,88 0,21 6,86 0,25
E9 — Vacuo 2,94 0,24 6,17 0,46
E9 — IEFPCM/Cloroférmio 3,11 0,19 8,34 0,21
E10 - Véacuo 2,10 0,23 4,29 0,03
E10 — IEFPCM/Cloroférmio 2,29 0,20 5,23 0,18
E11 - Véacuo 2,95 0,23 7,92 0,02
E11 — IEFPCM/Cloroférmio 3,42 0,23 10,42 0,24
E12 — Vacuo 3,74 0,23 11,12 0,16
E12 — IEFPCM/Agua 3,71 0,21 10,90 0,35

FONTE: A Autora (2019).
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No Gréfico 10, observa-se os resultados de MAD e RMSE do H, para todos
os esteroides. Os valores de MAD foram abaixo ou bem préximos de 0,2 ppm e de
RMSE estdo abaixo ou bem préximos de 0,3 ppm. Para os esteroides 1, 3,4, 8,10 e
11, no vacuo apresentaram valores abaixo de 0,1 ppm, iSSO representa que 0
percentual de erro foi bem baixo e que os valores tedricos estdo bem préximos dos
valores experimentais.

O esteroide 7, apresentou resultados de RMSE bem elevados, tanto para o
calculo no vacuo, quanto com o solvente piridina e também o esteroide 9 no vacuo,
0s resultados tedricos ndo foram tdo proximos dos resultados experimentais, o nivel
de teoria proposto ou o método de solvatagéo escolhido, pode ndo ser adequado para

0 composto.

GRAFICO 10 - RESULTADOS DE MAD E RMSE DE *H PARA TODOS OS ESTEROIDES
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FONTE: A Autora (2019).

No Gréfico 11, estdo os resultados de MAD e RMSE para o '3C, novamente
nota-se que os resultados foram satisfatorios para o método escolhido, porém,
observa-se que para os esteroides 1, 4, 7, 11 e 12, os resultados de RMSE foram
acima de 10 ppm, indicando um elevado erro percentual nos calculos e nos resultados
obtidos. Todavia, os demais esteroides apresentaram um erro percentual menor.

Para os resultados de MAD, todos os esteroides apresentaram valores abaixo
ou bem préximos de 4 ppm, indicando que os deslocamentos quimicos dos dados

tedricos estdo bem préximos dos experimentais.
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Nos esteroides 4, 7 e 12, nota-se que os resultados de RMSE foram bem
elevados, tanto para os célculos no vacuo, quanto com solvente, representando um
erro percentual alto em relagéo ao método aplicado, podendo o solvente utilizado nos
dados experimentais, para os esteroides 4 e 12 a 4gua, e para o esteroide 7 a piridina,
ndo ser adequado ao nivel de teoria utilizado, considerando que os demais esteroides
utilizando cloroférmio e metanol, apresentaram melhores resultados.

Entretanto, os resultados foram bem satisfatérios para o deslocamento
quimico de 'H e 3C, indicando que o método escolhido foi adequado para os céalculos
computacionais de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear em esteroides,

fornecendo resultados tedricos bem proximos dos resultados experimentais.

GRAFICO 11 - RESULTADOS DE MAD E RMSE DE *3C PARA TODOS OS ESTEROIDES
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FONTE: A Autora (2019).

Com a avaliacao dos custos computacionais para as bases utilizadas, avaliou-
se 0s custos computacionais para os calculos de RMN aplicado aos esteroides.
Quanto maior o composto, maior sera a funcdo de onda de acordo com o nimero de
elétrons, portanto, um dos fatores que influencia no custo computacional, € o tamanho
da molécula utilizada para a os calculos, além dos métodos e bases escolhidos.

Analisando o Grafico 12, observa-se que o esteroide que apresentou 0 menor
custo computacional, 01h:55min:26s para o vacuo e 01h:57min:35s para o solvente,

foi 0 esteroide 5, chamado de testosterona, em comparagdo com 0s outros esteroides,
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o qual é formado por quatro anéis, um grupo funcional cetona e outro alcool, a funcao
de onda para esse sistema ndo é tdo complexa, facilitando o desenvolvimento do
calculo.

Por outro lado, o esteroide 12 foi 0 que mais necessitou de custo
computacional para a execucdo dos célculos, 08h:38min:59s para o0 Vacuo e
07h:53min:42s para o solvente, este é o &cido taurocélico, possui quatro anéis, trés
hidroxilas, além de uma grande cadeia carbdnica ligada ao carbono 17 com um
grupamento amida e outro acido sulfénico, conjugado da taurina. O composto € mais
complexo, logo a funcédo de onda e o tamanho do sistema € maior, desta forma, o
calculo necessita de maior tempo para ser realizado. Sendo assim, o0 custo
computacional depende ndo somente dos niveis de teoria utilizados, mas também do

tamanho e da complexidade dos compostos estudados.

GRAFICO 12 - CUSTOS COMPUTACIONAIS DOS ESTEROIDES PARA CALCULOS DE RMN
09:36:00

08:24:00
07:12:00
06:00:00
04:48:00

03:36:00

Tempo (h/min/s)

02:24:00
01:12:00

00:00:00

Para os célculos utilizou-se 1 GB de meméria e 3 nlcleos de processamento, exceto o esteroide
11 que foi utilizado 4 nucleos

FONTE: A Autora (2019).

O método de solvatacao utilizado também influencia no custo computacional,
pois considera os efeitos do solvente utilizado, o método IEFPCM (formalismo de
equacao integral do modelo continuo polarizavel) é utilizado para analises de
propriedades que ndo dependem tanto da interacéo solucao-solvente. Além disso, 0s
célculos que nao utilizam métodos de solvatacdo, demandam menos custo
computacional, pois ndo leva em consideracdo as interagdes soluto-solvente e o0s
efeitos do meio (KAUPP, M. et al., 2004).
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No método de solvatagcdo PCM, o solvente é descrito como continuo, dentre
esse continuo é criada a cavidade do soluto através de esferas sobrepostas
(LINDGREN, E. B.; LEAL, K. Z., 2013, In. TOMASI, 2005). Através dos valores de
MAD é possivel notar que a inclusdo do método de solvatagdo melhorava os
resultados para algumas bases e para alguns esteroides, enquanto para outros
piorava.

“Vale destacar que os calculos tedricos foram realizados para moléculas
isoladas usando um modelo de solvente, enquanto que as medi¢cdes experimentais
séo realizadas com compostos cercado de solvente com interagdes intermoleculares”.
Para tanto, hd uma limitacdo no uso de modelos para calcular desvios quimicos e
também para interpretar os resultados (PIERENS, G. K. et al., p. 5605, 2017, traducéo
do autor).

De maneira geral, os deslocamentos quimicos teodricos estdo de acordo com
os desvios experimentais. No entanto, alguns esteroides apresentaram um percentual
de erro bem elevado, como o caso do esteroide 7 que utilizou a piridina como solvente.
A piridina é um composto ciclico derivada do benzeno, o qual substitui um CH por um
N, 0 que pode interferir nas interacdes soluto-solvente. A piridina pode agir com um
substrato contendo um grupo polar e induzir mudancas nas caracteristicas quimicas
dos esteroides (KASAL, A. et al., 2010).

Nos esteroides 4 e 12 utilizou-se agua como solvente e observou-se que o
erro foi menor utilizando o solvente do que no vacuo. O uso de solvente polar como a
agua, pode ocorrer a formacéao de ligacao de hidrogénio. De acordo com Pierens, G.
K., et al. (2017), a agua como solvente, resulta em uma mudang¢a na maioria dos
prétons afetados nos anéis A, B e C, entretanto, a &gua normalmente ndo é muito
utilizada como solvente em esteroides.

Para o esteroide 1, utilizou-se o metanol como solvente, também notou-se que
o erro foi maior em relacdo aos outros esteroides, isso pode ter ocorrido pois ao
adicionar metanol em esteroides, este “pode formar esteroide 3-oxo hemiacetal,
Figura 11, reduzindo a sua absorcéo, também pode levar a esterificacdo de acidos
esteroides, porém, nao afetaria os resultados” (KASAL, A. et al., p. 32, 2010, traducéo

do autor).
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FIGURA 11 - ESTEROIDE 3-OXO HEMIACETAL

CH, “H
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FONTE: A Autora (2019).
O metanol é um solvente polar e tem caracteristica anfétera, pode agir como

base e como &cido, desta forma ocorre a formacdo do hemiacetal através de uma
adicao nucleofilica ao grupo carbonila, que provem de um aldeido ou de uma cetona
(MCMURRY, J., 2011).

Para os demais esteroides, utilizou-se cloroformio como solvente, o
cloroformio é um dos solventes mais utilizados para espectros de RMN em esteroides,
porém o esteroide 11 apresentou um erro maior, apesar dos esteroides possuirem
estrutura semelhante, uma pequena mudanca na estrutura pode influenciar
significativamente no espectro (KASAL, A. et al., 2010).

Apesar dos avancos da quimica computacional, estudos que relatam as
conformacdes e auxiliam na determinacgéo estrutural, sdo pouco descritos, por isso, 0
uso de métodos tedricos para espectroscopia de RMN pode auxiliar na elucidacéao

estrutural, para os esteroides.
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5 CONCLUSAO

Através dos calculos, determinou-se que o melhor método tedrico
computacional e nivel de teoria, foi o DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p)-vacuo. A DFT tem
sido empregada em diversos calculos computacionais, devido os resultados
apresentados se mostrarem adequados e nao necessita de muito custo
computacional.

Além dos resultados teoricos de deslocamento quimico foram satisfatérios, e
o percentual de erro foi baixo. O custo computacional néo foi elevado, desta maneira,
este método mostrou-se adequado para calculos quimicos-quanticos computacionais
em esteroides.

Como padréo interno de referéncia, o dioxano acoplado ao TMS, mostrou-se
mais adequado para a calibracdo dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 13C
de esteroides, com o dioxano € possivel atenuar os efeitos relativisticos do oxigénio.

Em relacdo ao método de solvatacdo, o IEFPCM apresentou melhores
resultados utilizando o cloroférmio como solvente, a piridina, a &gua e o metanol nao
apresentaram bons resultados para os esteroides, pois estes podem provocar
transformacdes nas caracteristicas quimicas dos esteroides, além disso, uma
pequena alteracdo na estrutura pode provocar mudancas significativas nos espectros
de RMN.
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APENDICE — DESLOCAMENTOS QUIMICOS TEORICOS PARA *C E 'H

DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 1 — 16-B-hidroxiprogesterona

28
H4C

22 23—

©°C (ppm) 'H (ppm)
B3C METANOL VACUO 1H METANOL VACUO
1 70,29 70,11 la 4,41 4,29
2 205,9 203,47 3 5,96 6,04
3 120,46 121,92 6 a 2,36 2,40
4 189,85 182,79 6B 1,26 1,37
5 45,84 44,82 7a 2,14 2,14
6 39,77 39,92 7B 2,68 2,64
7 34,99 34,63 8 a 1,00 1,01
8 37,51 37,38 8B 1,97 1,99
9 38,34 38,53 9B 1,80 1,84
10 52,63 52,93 10 1,10 1,52
11 55,62 56,42 11 a 1,09 1,01
12 51,5 51,05 13 a 1,44 1,37
13 39,84 40,83 13 B 1,77 1,84
14 24,42 24,34 14 1,75 1,84
15 38,41 38,19 14 B 1,60 1,64
16 76,8 76,35 15 a 1,96 1,99
17 65,37 65,73 15 B 1,29 1,52
20 21,18 21,25 16 o 4,63 4,69
22 12,95 13,10 17 a 2,47 2,26
23 226,49 221,14 20CHs 1,10 1,11
28 33,19 32,04 22CHs 0,95 1,08

28CHs 2,21 2,17




DFT/ B3PW91/6-311+G(2d,p) — Esteroide 1 — 16-B-hidroxiprogesterona

28
H4C

22 23—

°C (ppm) "H (ppm)
3 METANOL VACUO H METANOL VACUO
1 71,15 70,96 la 4,45 4,35
2 206,14 203,83 3 6,07 6,15
3 122,13 123,60 6a 2,41 2,45
4 189,14 182,12 68 1,35 1,46
5 46,60 45,59 7a 2,21 2,21
6 40,02 40,18 78 2,72 2,69
7 35,83 35,46 8 a 1,07 1,09
8 37,96 37,77 8B 2,00 2,06
9 38,59 38,78 9B 1,87 1,89
10 52,64 52,88 10 a 1,62 1,62
11 55,80 56,58 11 a 1,18 1,09
12 52,34 51,89 13 a 1,49 1,45
13 40,00 40,97 13 B 1,83 1,87
14 24,98 24,92 14 a 1,79 1,90
15 38,87 38,67 14 B 1,64 1,68
16 77,10 76,69 15 a 1,99 1,99
17 65,71 66,06 15 B 1,36 1,60
20 22,18 22,23 16 a 4,66 4,72
22 14,20 14,35 17 a 2,56 2,35
23 226,54 221,30 20CH; 1,14 1,18
28 34,95 33,82 22CH; 0,98 1,14

28CHs 2,27 2,25




DFT/MPW1PW91/6-311+G(2d,p) — Esteroide 1 — 16-B-hidroxiprogesterona

28
H4C

22 23—

°C (ppm) "H (ppm)
3 METANOL VACUO H METANOL VACUO
1 70,84 70,64 la 4,42 4,32
2 206,80 204,40 3 6,09 6,17
3 122,21 123,78 6a 2,41 2,45
4 189,40 182,39 6B 1,35 1,46
5 46,13 45,15 7a 2,21 5,21
6 39,98 40,17 78 2,71 2,68
7 35,73 35,40 8 a 1,06 1,08
8 37,76 37,63 8B 1,99 2,05
9 38,29 38,50 9B 1,85 1,87
10 52,19 52,47 10 a 1,58 1,58
11 55,38 56,18 11 a 1,15 1,06
12 51,62 51,22 13 a 1,48 1,44
13 39,96 40,95 13 B 1,82 1,86
14 24,83 24,80 14 a 1,78 1,89
15 38,85 38,67 14 B 1,62 1,67
16 76,59 76,17 15 a 2,01 2,00
17 65,52 65,89 15 B 1,35 1,60
20 22,29 22,38 16 a 4,63 4,69
22 14,34 14,50 17 a 2,54 2,31
23 226,94 221,68 20CH; 1,14 1,18
28 35,14 34,05 22CH; 0,98 1,12

28CHs 2,28 2,26




DFT/ PBEPBE/6-311+G(2d,p) — Esteroide 1 — 16-B-hidroxiprogesterona

28
H4C

22 23—

°C (ppm) "H (ppm)
3 METANOL VACUO H METANOL VACUO
1 70,72 70,66 la 4,53 4,46
2 200,64 198,91 3 5,97 6,03
3 119,37 120,46 6a 2,38 2,42
4 185,69 178,76 68 1,24 1,35
5 46,72 45,60 7a 2,11 2,11
6 39,96 40,03 78 2,76 2,72
7 35,60 35,12 8 a 1,07 1,08
8 39,12 38,65 8B 2,06 2,10
9 39,17 39,28 9B 1,88 1,89
10 53,93 53,98 10 a 1,68 1,67
11 56,50 57,21 11 a 1,20 1,11
12 53,38 52,77 13 a 1,45 1,41
13 40,22 41,18 13 B 1,81 1,86
14 24,62 24,41 14 a 1,79 1,90
15 38,34 38,11 14 B 1,67 1,70
16 78,29 77,94 15 a 1,94 1,94
17 65,66 65,98 15 B 1,26 1,49
20 20,74 20,67 16 a 4,82 4,90
22 12,15 12,32 17 a 2,59 2,38
23 221,28 216,32 20CH; 1,08 1,10
28 32,94 31,70 22CH; 0,92 1,06

28CHs 2,15 2,12




DFT/B3LYP/ aug- cc-pVDZ — Esteroide 1 — 16-B-hidroxiprogesterona

28
H4C

22 23—

°C (ppm) "H (ppm)
3 METANOL VACUO H METANOL VACUO
1 70,74 70,54 la 4,30 4,18
2 202,72 200,54 3 5,98 6,06
3 117,86 119,34 6a 2,32 2,36
4 186,00 179,30 6B 1,15 1,25
5 51,03 50,04 7a 2,21 2,22
6 43,06 43,18 7B 2,68 2,65
7 35,86 35,54 8 a 0,93 0,94
8 41,61 41,50 8B 1,94 2,00
9 38,37 38,54 9B 1,61 1,61
10 56,39 56,69 10 a 1,39 1,38
11 55,22 56,01 11 a 1,07 0,97
12 56,48 56,04 13 a 1,48 1,42
13 40,95 41,93 13 B 1,88 1,92
14 26,88 26,79 14 a 1,69 1,80
15 41,75 41,59 14 B 1,52 1,55
16 75,98 75,50 15 a 2,16 2,16
17 68,03 68,44 15 B 1,15 1,40
20 24,83 24,91 16 a 4,59 4,61
22 16,11 16,21 17 a 2,48 2,25
23 223,48 218,45 20CH; 1,06 1,09
28 33,49 32,46 22CH; 0,84 0,99

28CHs 2,20 2,18




DFT/ WB97XD/6-311+G(2d,p) — Esteroide 1 — 16-B-hidroxiprogesterona

28
H4C

22 23—

°C (ppm) "H (ppm)
3 METANOL VACUO H METANOL VACUO
1 72,00 71,79 la 4,72 4,40
2 209,20 206,49 3 6,21 6,10
3 121,55 123,33 6a 2,64 2,47
4 190,16 183,25 6B 1,45 1,36
5 4555 44,69 7a 2,35 2,16
6 40,11 40,35 78 2,85 2,62
7 34,74 34,54 8 a 1,22 1,05
8 36,25 36,37 8B 2,11 1,98
9 38,01 38,30 9B 2,03 1,85
10 51,73 52,18 10 a 1,75 1,55
11 55,07 55,96 11 a 1,33 1,04
12 50,82 50,58 13 a 1,70 1,46
13 39,47 40,54 13 B 2,05 1,89
14 23,99 24,08 14 a 1,97 1,88
15 38,89 38,78 14 B 1,74 1,59
16 75,74 75,36 15 a 2,28 2,08
17 65,55 66,01 15 B 1,54 1,60
20 22,46 22,65 16 a 4,82 4,68
22 14,45 14,97 17 a 2,68 2,25
23 228,53 223,18 20CH; 1,36 1,19
28 35,73 34,70 22CH; 1,26 1,18

28CHs 2,54 2,32




DFT/CAM-B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 1 — 16-B-hidroxiprogesterona

28
H4C

22 23—

°C (ppm) "H (ppm)
3 METANOL VACUO H METANOL VACUO
1 70,44 70,20 la 4,34 4,22
2 211,30 208,40 3 5,97 6,06
3 122,31 124,13 6a 2,34 2,39
4 192,44 185,36 68 1,27 1,38
5 4453 43,61 7a 2,13 2,14
6 39,59 39,83 7B 2,60 2,56
7 33,91 33,68 8 a 0,92 0,95
8 35,61 35,71 8B 1,87 1,94
9 37,02 37,29 9B 1,70 1,72
10 50,96 51,41 10 a 1,38 1,37
11 54,42 55,29 11 a 1,00 0,91
12 49,49 49,20 13 a 1,41 1,36
13 38,95 39,99 13 B 1,73 1,78
14 23,28 23,32 14 a 1,70 1,81
15 38,16 37,99 14 B 1,52 1,57
16 75,41 74,94 15 a 1,99 1,99
17 65,38 65,81 15 B 1,26 1,52
20 21,05 21,24 16 a 4,55 4,61
22 12,99 13,18 17 a 2,43 2,18
23 231,05 225,44 20CH; 1,06 1,10
28 34,01 33,00 22CH; 0,91 1,06

28CHs 2,23 2,21




DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 2

CH,

HO
2
GHs3
BC (ppm) H (ppm)

3C  CLOROFORMIO  VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 32,11 32,67 la 1,61 1,47
2 73,52 73,61 1B 1,40 1,46
3 34,36 34,35 2a 3,78 3,71
4 47,15 47,48 3a 1,59 1,61
5 38,83 38,85 3B 1,23 1,28
6 38,16 38,29 4a 1,28 1,21
7 28,15 28,54 6a 1,20 1,15
8 34,06 34,09 68 1,86 1,87
9 81,33 81,13 7a 1,36 1,33
10 56,05 56,00 78 1,24 1,17
11 73,83 73,78 8a 1,40 1,47
13 102,30 102,17 8B 2,26 2,13
15 85,73 85,80 10 a 2,16 2,17
16 48,58 48,72 118 4,26 4,22
17 7,20 73,05 17 a 3,86 3,83
18 32,87 33,03 18 a 2,22 2,16
19 22,71 22,79 188 1,69 1,63
20 55,79 56,09 19 a 1,42 1,41
21 20,62 20,57 198 1,87 1,81
26 14,81 15,32 20 B 1,88 1,80
30 12,38 12,28 21CHs 1,02 1,00
26CHs 1,29 1,29
30CHs 1,09 1,10
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DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 3

23

o%
BC (ppm) H (ppm)

3C  CLOROFORMIO  VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 37,72 37,19 la 2,23 2,28
2 202,66 198,71 1B 2,36 2,23
3 125,91 127,32 3 6,00 6,02
4 175,47 169,24 58 2,24 2,09
5 43,83 43,78 6a 1,40 1,36
6 27,15 27,52 6B 2,29 2,22
7 36,53 36,46 7a 2,51 2,46
8 30,78 30,88 78 2,39 2,30
9 42,00 42,36 8a 1,00 0,95
10 51,54 51,66 8B 1,80 1,74
11 52,17 52,11 9a 1,49 1,39
12 52,30 52,11 10 o 0,78 0,71
13 28,34 28,33 1 a 1,61 1,61
14 25,91 26,15 13 a 1,59 1,63
15 21,66 21,78 138 2,00 1,96
16 39,18 38,76 14 a 1,86 1,85
17 84,01 83,92 148 1,10 1,05
22 19,61 19,74 15 a 1,61 1,57
23 7,23 7,45 158 1,38 1,32
25 88,87 88,58 16 a 2,37 2,38
26 73,08 72,69 16 B 2,37 2,40
22 a 1,59 1,50
228 1,58 1,60
23CHs 1,01 1,02
26CH 2,38 2,18
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DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 4

HO"
__BC(ppm) _ 'H(ppm)

3¢ AGUA VACUO 1y AGUA VACUO
1 31,89 32,17 1a 1,26 1,18
2 74,48 74,13 1B 1,66 1,74
3 41,04 41,32 2B 3,26 3,19
4 44,43 44,87 3a 2,06 2,03
5 37,58 37,48 3B 1,66 1,79
6 35,95 36,57 4B 1,42 1,33
7 32,71 32,54 6a 1,85 1,79
8 71,02 70,90 6B 1,05 1,01
9 39,62 40,08 7a 1,55 1,70
10 29,15 29,09 7B 2,01 1,85
11 42,35 42,31 8B 3,96 3,88
12 49,41 49,44 9B 1,53 1,38
13 75,12 75,33 10 a 2,14 2,31
14 28,27 28,16 11 a 2,07 2,15
15 22,66 23,13 13 B 4,12 4,01
16 28,27 28,52 14 a 1,67 1,79
17 45,80 45,99 14 B 1,64 1,49
18 36,91 36,99 15 a 1,53 1,44
19 33,97 33,76 15 B 1,26 1,22
20 27,81 26,79 16 a 1,92 1,94
21 181,54 177,45 16 B 1,65 1,59
24 14,55 15,09 17 a 1,66 1,59
26 8,76 15,09 18 B 1,67 1,58
27 19,54 9,16 19 a 1,45 1,50
19 B 1,95 1,94
20 a 2,43 2,26
208 2,07 2,00
24CHs 1,00 0,97
26CHs 0,69 0,65
27CHs 0,92 0,88
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DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 5

18

OH
[.H

O%
_BC(ppm) H (ppm)
13C  CLOROFORMIO VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 33,84 33,21 la 2,14 2,20
2 202,09 198,21 1B 2,49 2,36
3 125,22 126,59 3 5,87 5,89
4 180,49 174,12 6a 1,64 1,59
5 42,11 41,50 6B 2,06 1,98
6 36,72 37,14 7 a 2,25 2,20
7 33,68 33,48 7B 2,54 2,45
8 32,00 32,10 8 a 0,97 0,93
9 36,15 36,44 8B 1,84 1,78
10 56,34 56,52 9B 1,60 1,50
11 51,93 52,24 10 a 0,88 0,82
12 44,43 44,37 11 a 1,01 0,95
13 36,15 36,31 13 a 1,04 1,01
14 20,84 21,03 138 1,79 1,87
16 14,01 14,28 14 a 1,53 1,53
18 6,21 6,38 148 1,42 1,36
21 22,66 22,83 16CHj 1,20 1,15
22 31,72 32,24 18CHj 0,67 0,64
23 84,31 84,13 21a 1,57 1,55
218 1,26 1,20
22 a 2,18 2,21
22 1,26 1,16
23 a 3,52 3,51

59



DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 6

26

O&
BC (ppm) H (ppm)

183C CLOROFORMIO  VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 34,00 33,37 la 2,18 2,23
2 202,21 198,30 1B 2,51 2,38
3 125,16 126,48 3 5,94 5,95
4 181,09 174,77 6 a 1,62 1,56
5 42,15 41,54 6B 2,05 1,98
6 36,95 37,39 7 o 2,23 2,18
7 34,19 33,99 7B 2,56 2,47
8 32,31 32,40 8a 1,01 0,96
9 36,04 36,20 8B 1,85 1,80
10 56,11 56,33 9B 1,61 1,54
11 57,86 58,19 10 a 0,90 0,83
12 48,58 48,23 11a 1,56 1,18
13 39,46 39,95 13 a 1,47 1,41
14 21,43 21,58 13B 1,90 1,87
15 24,26 24,44 14 a 1,58 1,57
16 23,98 23,98 148 1,46 1,42
17 63,62 63,54 15a 1,57 1,55
19 14,22 14,49 158 1,28 1,25
21 216,29 211,54 16 a 1,52 1,48
26 30,77 30,03 16 B 2,35 2,51
27 10,41 10,62 17 a 2,75 2,57
19CHs 1,19 1,15
26CHs 2,14 2,05

27CHs 0,58 0,59




DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 7

29 28
CH3CH,0
- C (ppm) "H (ppm)

C PIRIDINA VACUO H PIRIDINA VACUO
1 22,26 22,25 la 2,42 2,28
2 159,86 157,66 1B 2,10 2,04
3 109,23 111,24 3 5,54 5,60
4 145,88 145,12 6 a 1,09 1,09
5 38,61 38,45 6B 1,80 1,68
6 34,22 34,45 7 5,45 5,41
7 122,63 122,68 8a 1,66 1,63
8 32,95 33,19 8B 2,09 2,09
9 33,56 33,68 9B 1,52 1,49
10 49,80 50,07 10 a 0,86 0,81
11 53,89 54,34 1la 1,46 1,35
12 48,82 48,43 13 a 1,50 1,43
13 33,49 34,05 138 1,72 1,66
14 22,06 22,25 14 a 1,59 1,53
15 23,79 24,06 148 1,37 1,36
16 30,48 30,78 15a 1,37 1,35
17 65,76 64,96 158 1,03 1,02
19 16,19 16,34 16 a 0,84 0,78
21 221,31 215,33 16 B 3,04 3,27
24 19,78 20,03 19CHs 0,77 0,76
26 27,07 25,82 24CH3 1,06 0,99
27 14,12 14,44 26CHjs 2,01 1,90
28 64,20 64,01 27CHs 0,52 0,52
29 13,43 13,56 28CH> 3,77 3,66

29CHj3 1,12 1,41
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DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 8

29 28
CH3CH,0
CHO
30
B°C (ppm) H (ppm)

183C CLOROFORMIO  VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 22,77 22,66 la 2,54 2,40
2 168,11 163,90 1B 2,51 2,41
3 98,56 100,19 3 7,01 7,08
4 165,19 160,41 6 a 1,36 1,31
5 39,85 39,32 6B 1,98 1,89
6 32,42 32,62 8a 1,62 1,65
7 128,03 129,11 8B 2,54 2,65
8 29,54 29,87 9B 1,65 1,58
9 31,75 31,99 10 a 0,95 0,89
10 48,11 48,49 1la 1,59 1,50
11 53,07 53,37 13 a 1,73 1,68
12 49,47 49,12 138 1,81 1,76
13 33,71 34,14 14 a 1,71 1,63
14 21,23 21,42 148 1,52 1,49
15 23,78 23,94 15a 1,72 1,76
16 29,54 29,72 15 B 1,27 1,26
17 65,98 65,39 16 a 1,01 0,96
19 15,55 15,56 16 B 1,27 3,27
21 218,36 213,72 19CH; 1,03 0,99
24 18,07 18,24 24CH3 1,02 0,96
26 26,25 25,30 26CH3 2,13 2,04
27 13,25 13,48 27CH3 0,57 0,57
28 63,25 62,99 28CH; 4,05 3,95
29 12,34 12,47 29CH; 1,32 1,31
30 189,70 187,89
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DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 9

@)
20 21 22
SCH ,CH ,COOH
°C (ppm) H (ppm)

BC  CLOROFORMIO  VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 38,12 37,57 la 2,43 2,46
2 198,33 195,44 1B 2,46 2,30
3 131,37 133,54 58 2,34 2,19
4 179,70 175,34 6a 1,32 1,27
5 46,37 46,24 6B 2,22 2,15
6 25,22 25,68 7a 3,85 3,95
7 35,44 35,18 78 2,13 2,09
8 31,49 31,64 8 a 1,01 0,95
9 42,18 42,57 8B 1,89 1,85
10 54,16 54,34 9B 1,41 1,31
11 49,68 49,82 10 a 0,79 0,71
12 53,80 53,55 1la 1,61 1,61
13 29,44 29,57 13 a 1,79 1,82
14 26,24 26,59 138 1,63 1,64
15 23,31 23,46 14 a 1,84 1,80
16 35,75 35,49 14 8 1,35 1,28
17 86,63 86,39 15 a 1,61 1,57
20 32,75 32,69 15 B 1,33 1,26
21 34,55 34,51 16 a 2,72 2,82
22 176,79 174,68 16 B 2,20 2,17
25 78,56 78,81 20CH 2,34 2,22
26 85,63 84,67 21CH 3,55 3,53
30 173,39 170,70 27CHs 1,89 1,84
31 19,51 18,98 31CHs 1,98 1,68
32 12,78 12,91 32CHs 1,02 1,00
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DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 10

9 31
OH
BC (ppm) H (ppm)

BC CLOROFORMIO  VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 27,39 27,60 la 1,68 1,65
2 74,72 74,11 1B 1,77 1,74
3 38,32 38,45 2a 4,70 4,74
4 144,87 144,31 3a 2,37 2,45
5 39,41 39,27 3B 2,27 2,19
6 37,49 37,79 6 a 1,15 1,12
7 126,52 126,59 6B 2,03 1,96
8 31,22 31,33 7a 5,79 5,77
9 32,48 32,59 8a 1,63 1,61
10 52,08 52,29 8B 2,02 2,01
11 57,02 57,32 9B 1,39 1,34
12 48,72 48,26 10 a 0,93 0,90
13 39,63 40,18 11la 1,44 1,35
14 21,87 21,98 13 a 1,50 1,43
15 32,29 32,46 13B 2,18 2,12
16 32,29 32,52 14 a 1,62 1,60
17 72,48 72,95 14 B 1,59 1,57
18 9,35 9,67 15a 1,26 1,27
19 16,48 16,71 158 1,68 1,64
24 221,24 217,61 16 B 2,80 2,87
25 28,92 28,26 17 a 2,26 2,07
27 40,82 41,44 18CH; 0,50 0,48
29 69,66 69,78 19CH3 1,07 1,06
31 66,83 66,83 25CH;3 2,23 2,15
35 174,92 172,44 27 a 0,96 0,82
36 18,63 18,12 278 2,31 2,45
29 a 3,23 3,07
3la 3,29 3,18
318 4,07 4,07
36CHs 2,02 1,93




DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 11

BC (ppm) H (ppm)

183C CLOROFORMIO  VACUO H CLOROFORMIO  VACUO
1 33,58 32,96 1la 2,08 2,11
2 203,82 199,90 1B 2,38 2,23
3 125,74 126,39 3 5,96 5,95
4 180,97 176,68 6 a 2,13 2,05
5 42,85 42,30 6B 1,61 1,57
6 32,01 32,41 7a 4,43 4,35
7 79,12 79,33 8a 2,09 2,12
8 41,29 41,19 8B 1,19 1,10
9 31,95 31,97 9B 2,09 2,10
10 50,03 50,26 10 a 1,51 1,42
11 56,02 56,40 11a 1,33 1,22
12 49,84 49,42 13 a 1,53 1,46
13 39,48 39,96 13B 1,91 1,89
14 23,07 23,07 14 a 1,66 1,61
15 31,79 31,92 14 B 1,57 1,54
16 39,49 39,18 15a 1,67 1,68
17 70,03 70,02 158 1,07 1,02
19 12,02 12,24 16 B 2,90 2,99
25 217,43 213,17 17 a 2,35 2,20
26 30,61 29,82 19CH; 0,72 0,72
28 43,74 44,15 26CH3 2,14 2,07
31 145,12 144,68 28 a 1,69 1,60
32 114,21 114,13 28 B 2,46 2,45
58 22,13 22,53 318 5,88 5,87
32CH; 5,15 5,10
58CHs 1,34 1,32
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DFT/B3LYP/6-311+G(2d,p) — Esteroide 12

HO™
, ] ~_ 'H(ppm)

13c AGUA VACUO H AGUA VACUO
1 27,66 27,30 la 1,65 1,83
2 69,61 69,39 1B 1,73 1,58
3 35,62 36,90 2B 4,22 4,16
4 34,42 34,88 3a 1,25 1,38
5 38,08 38,06 3B 2,00 1,98
6 27,77 27,92 4B 1,32 1,22
7 40,36 41,05 6 a 1,82 1,93
8 72,66 72,31 6B 1,45 1,42
9 39,68 40,07 7a 1,79 1,80
10 39,14 39,39 7B 2,02 1,96
11 42,42 42,52 8B 3,77 3,73
12 49,25 49,17 9B 1,46 1,32
13 77,04 76,93 10 a 1,43 1,36
14 28,36 28,29 11a 1,82 1,82
15 24,25 24,17 13B 4,09 4,02
16 27,25 27,04 14 a 1,63 1,64
17 45,06 45,35 14 B 1,60 1,50
18 37,38 37,78 15a 1,87 2,09
19 32,29 31,91 158 1,43 1,31
20 31,97 31,38 16 a 1,82 1,83
21 177,84 174,61 16 B 1,27 1,20
24 16,50 16,58 17 a 1,84 1,83
26 9,82 10,24 188 1,64 1,54
27 17,31 17,93 19 1,89 2,09
35 35,96 35,94 19’ 1,79 1,63
36 55,53 54,99 20 2,11 2,09
20’ 2,21 1,97
24CH3 0,88 0,90
26CH; 0,84 0,79
27CH3 0,78 0,75
35CH; 3,67 3,63
36CH> 3,46 3,20
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