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RESUMO

As técnicas de modelagem computacional de RMN tém se mostrado muito
Gteis na elucidacdo de estruturas quimicas, inclusive para diferenciar estruturas
intimamente relacionadas, como os isémeros. Esteroides sdo moléculas organicas
bioativas com varias funcdes dependendo dos substituintes R presentes na
estrutura, entre eles a progesterona. O objetivo desse trabalho foi determinar a
estereoquimica da molécula 15-OH-progesterona produzida por biotransformacao
mediada por Penicillium oxalicum CBMAI 1996. O esteroide 6[3-hidroxi-4-pregnen-
3,20-diona foi usado para a escolha do nivel de teoria adequado. A molécula passou
por busca conformacional e os conférmeros obtidos foram usados para otimizagéo
da molécula e determinacdo dos conférmeros predominantes. Esses conférmeros
foram entdo submetidos aos célculos de RMN em 6 diferentes niveis de teoria e 2
tipos de solvatacdo. Tetrametilsilano (TMS) e dioxano foram usados como padrdes
internos. Os resultados dos calculos de RMN foram avaliados através dos célculos
de MAD e RMSE. Com a base escolhida, as mesmas etapas foram realizadas com
os dois possiveis diasteroisdbmeros da molécula de interesse. Além dos valores de
MAD e RMSE, também foi utilizado o calculo da probabilidade DP4+ para prever a
estrutura. O nivel de teoria escolhido foi DFT/B3LYP/6-311G+(2d,p) em cloroférmio
para a otimizacdo, apresentando bons resultados tanto para os espectros de
carbono quanto hidrogénio e baixo tempo computacional. O uso do dioxano como
padrdo interno foi descartado por ndo demostrar ganhos significativos aos
resultados. A busca conformacional dos diasteroisomeros resultou em 3
conférmeros predominantes para a conformacdo a e 5 para a conformacédo . Os
calculos de RMN foram realizados no nivel de teoria DFT/B3LYP/6-311G+(d,p),
adequado a probabilidade DP4+, e o resultado final foi obtido através da
compensacao de acordo com as populacdes de Boltzmann para cada uma das
conformacdes possiveis. Os parametros MAD e RMSE ja indicavam que o
diasteroisbmero B era o predominante. O que foi comprovado através da
probabilidade DP4+, que indicou uma probabilidade de 100% de que se tratava da
molécula 15B-OH-progesterona. Dessa forma, o presente trabalho confirmou a
estrutura descrita anteriormente na literatura.

Palavras-chave: Esteroides. Ressonancia Magnética Nuclear. Deslocamento
guimico. Progesterona.



ABSTRACT

NMR computational techniques have been shown to be useful in the
elucidation of chemical structures, including to differentiate closely related structures,
such as isomers. Steroids are organic molecules with different function depending on
the R substituents present in the structure, including progesterone. This work aimed
to determine the stereochemistry of 15-OH-progesterone produced by Penicillium
oxalicum CBMAI 1996 biotransformation. The steroid 6p-hydroxy-4-pregnen-3,20-
dione was used to choose the appropriate level of theory. The molecule went through
a conformational search and the conformers predominant conformer(s) were
determined. This conformer was then subjected to NMR calculations at 6 levels of
theory and 2 types of solvation. Tetramethylsilane (TMS) and dioxane were used as
internal standards. Results of NMR calculations were evaluated through MAD and
RMSE calculations. After choosing the base, same steps were carried out with the
two possible diastereoisomers. In addition to MAD and RMSE values, the DP4+
probability was also used to predict the structure. The chosen theory level was
DFT/B3LYP/6-311G+(2d,p) in chloroform for otimization, presenting good results for
both carbon and hydrogen spectra and low computational time. The use of dioxane
as internal standard was discarded as it did not show significant gain. The
conformational search for diastereocisomers came out with 3 predominant conformers
for a conformation and 5 conformers for B conformation. NMR calculations were
performed at the theory level DFT/B3LYP/6-311G+(d,p), appropriate to DP4+
probability, and final result was obtained through compensantion according to
Boltzmann populations for each of possible conformations. MAD and RMSE
parameters already indicated that the B diastereomer was the predominant one. This
was proven through DP4+ probability, which indicated 100% probability that it was
the 15B3-OH-progesterone. Thus, the present work confirmed the structure previously
described by experimental methods.

Keywords: Steroids. Nuclear Magnetic Resonance. Chemical shifts. Progesterone.
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1 INTRODUCAO

As caracteristicas estereoquimicas de uma estrutura quimica tém grande
impacto sobre suas propriedades moleculares. O que faz com que a determinagao
estrutural de compostos organicos seja uma etapa fundamental do processo de
elucidacdo da estrutura. Dessa forma, a busca por métodos mais eficazes para a
andlise estereoquimica de sistemas moleculares complexos tem se mostrado um
grande desafio e um grande estimulo aos pesquisadores (BIFULCO et al, 2007).

A quimica quantica computacional obteve grandes avancos gracas ao
aumento da capacidade de processamento dos computadores. Dentre as aplicacdes
estdo a previsdo de propriedades, reatividades, conformacdes de moléculas, além
de simulacdo de espectros de infravermelho e RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear), embasando ou complementando dados experimentais (ALCACER, 2007;
BARONE et al, 2008).

A técnica de RMN se baseia nas propriedades eletromagnética de certos
ndcleos atbmicos, uma vez que, esses nucleos sdo capazes de absorver energia
guando expostos a um campo magnético intenso. O estudo de uma molécula por
espectroscopia de RMN nos permite registrar diferencas nas propriedades dos
varios ndcleos magnéticos presentes, o que auxilia na deducéo das posicdes desses
nucleos dentro da molécula (KEMP, 1991).

As técnicas de modelagem computacional dos deslocamentos quimicos de
13C e 'H na RMN tem se tornado cada vez mais apuradas e Uteis a diferentes
aplicacoes. Valores de RMN calculados permitem correlacionar os deslocamentos
quimicos calculados aos nucleos que dao origem a eles, mostrando que técnicas in
silico podem ser muito (teis quando associadas aos métodos classicos de
elucidacédo (BARONE et al, 2008; BIFULCO et al, 2007; SMITH; GOODMAN, 2010).

Esteroides sdo moléculas organicas derivadas do triterpeno lanosterol, sua
estrutura é baseada em um sistema de anéis carbonicos tetraciclico. S&o moléculas
bioativas e sua funcdo varia de acordo com suas caracteristica quimicas e
biolégicas, principalmente em funcdo dos substituintes R. Nos humanos, esta classe
de moléculas atua como hormdnios, sdo secretados pelas glandulas adrenais e
funcionam como mensageiros quimicos nos tecidos alvo (MCMURRY , 2012). Um

desses hormoénios € a progesterona, um esteroide natural produzido por fémeas da
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classe dos mamiferos. E usado como precursor para a semissintese de diferentes
contraceptivos comerciais (CARDOSO DE PAULA; PORTO, 2020).

1.1 JUSTIFICATIVA

Estudos in silico tem contribuido para o desenvolvimento de diferentes areas
do conhecimento e a quimica é uma delas. A quimica computacional possibilita
identificacdo de estruturas e descricdo de propriedades de diferentes moléculas de
forma eficiente, com baixo custo e com tempos de execuc¢do relativamente baixos.
Quando aliados as técnicas experimentais, podem trazer mais dinamica para o
processo cientifico, facilitando por exemplo, a elucidacdo de uma nova molécula

com atividade bioldgica.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho ¢é determinar, através de simulacbes
computacionais de espectros de RMN 'H e 3C, a estereoquimica relativa da
molécula 15-OH-progesterona produzida por biotransformacdo mediada por
Penicillium oxalicum CBMAI 1996.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar o método de simulacdo computacional de espectros de RMN H e
13C mais adequado para moléculas de esteroides;

eDeterminar o numero de possiveis conférmeros dos diasteroisbmeros da
molécula 15-OH-progesterona;

e Avaliar, usando a equacdo de Boltzmann, qual o conférmero ou quais 0s

conférmeros predominantes;
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eRealizar as simulacdes dos espectros de RMN !H e 3C para a molécula
proposta;

e Elucidar a estrutura quimica usando os dados obtidos na simulagéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUIMICA COMPUTACIONAL

O advento da mecéanica quantica se deu em 1900, quando Max Planck
formulou a teoria quantica de que a luz e as particulas se propagam na forma de
ondas ou guanta, mas nas interacBes apresentam comportamento de particula.
Partindo desse pressuposto, a teoria quéantica atual detalha um espaco linear com
elementos descritos como funcdes de onda ou vetores de estado, mas que
necessitam de significado fisico (ALCACER, 2007).

De forma sucinta, a mecéanica quéantica trata dos niveis atbmico e
subatbmico, através da avaliagdo do comportamento da matéria e da energia
envolvida nas interacdes. Ou seja, os calculos de mecanica quantica se baseiam em
prever a distribuicdo provavel dos elétrons, chamada de densidade eletrénica, em
torno dos nucleos atdmicos de uma determinada molécula (FALBRIARD; BROSSO,
2020). Trata-se de “uma teoria abstrata formulada a partir de um conjunto apropriado
de postulados.” (ALCACER, 2007, p. xii).

A equacdo formulada pelo fisico Schrédinger € base para os calculos de
energias de &tomos e moléculas, pois prevé o comportamento das particulas em um
sistema quantico através de funcdes de onda. A funcdo de onda de um sistema
descreve a probabilidade de ocorréncia de um evento quantico baseado na
mecanica ondulatéria. E uma construcdo matematica para demonstrar a energia
total e propriedades convenientes de atomos e moléculas (BASEDEN; TYE, 2014).

A Teoria Funcional da Densidade (DFT ou Density Functional Theory)
analisa sistemas atbmicos e moleculares de forma semiempirica. Na teoria parte da
energia é explicada através de funcdes de onda e outra parte € explicada através da
densidade eletrénica; isso € possivel pois a densidade eletrénica é proporcional ao
valor absoluto da fung&o de onda e ao numero de elétrons da molécula (BASEDEN;
TYE, 2014). A metodologia alia observagbes experimentais aos calculos tedricos, o
gue possibilitou transpor problemas das metodologias ab initio, que se valem apenas
de formulagbes tedricas. Para tentar resolver o problema da correlacdo eletrénica
(interacdo entre os elétrons), a DFT recorre a equacbes mono eletrbnicas auto
coerentes que calculam orbitais e energias da molécula ou atomo a partir de valores

de densidade eletrbnica. A partir dos dados de orbitais e energias, uma nova
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densidade é calculada, entédo orbitais e energias sdo novamente calculados até que
se tenha a convergéncia dos valores de diferenca de energias totais ou de diferenca
das densidades. O principal dado obtido € a energia total da estrutura, usada na
determinacdo de propriedades e caracteristicas da molécula, como por exemplo

prever valores confiaveis de deslocamentos quimicos de RMN (ALCACER, 2007).

2.2 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma ferramenta de extrema
importancia na descri¢éo de estruturas quimicas. E uma técnica espectroscopica, ou
seja, avalia a interacao da radiagdo com a matéria em funcdo do comprimento de
onda. A transmissdo de energia se da em forma de ondas, sendo que na RMN a
interacdo da matéria ocorre com a componente magnética da energia
(NASCIMENTO, 2016).

Esta técnica se vale do fato das cargas do nucleo do atomo estarem em
constante movimento em torno do eixo nuclear, o que resulta em um dipolo
magneético associado a certos nucleos. A molécula é exposta a um campo magnético
estatico e homogéneo, fazendo com que o0s nucleos atbmicos absorvam radiacéo
eletromagnética em frequéncias especificas, o que induz neles uma orientacdo em
relacdo ao campo. Quando o pulso magnético cessa, ha a emissdo de radiacédo
pelos nucleos, que tem suas frequéncias de picos de absorcdo e intensidades
registradas pelo equipamento (NASCIMENTO, 2016; SILVERSTEIN et al, 2019).

Quando submetidos ao campo magnético, os nucleos atdmicos absorvem
essa energia, passando para um estado de maior energia. Quando o campo €
interrompido, os nucleos retornam ao estado basal, irradiando a energia excedente,
a qual é usada para calcular os deslocamentos quimicos que geram um espectro de
RMN. Os deslocamentos quimicos, além de serem caracteristicos de cada atomo,
dependem do ambiente quimico a qual estdo expostos e das blindagens produzidas
pelas nuvens eletrbnicas dos atomos vizinhos (NASCIMENTO, 2016; SILVERSTEIN
et al, 2019). Para registrar os espectros de RMN € usado um pulso curto de
radiofrequéncia de alta energia, de forma que ira excitar todos os nucleos de um tipo
de atomo (por exemplo, *H) (SILVERSTEIN et al, 2019).
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A caracteristica mais importante do atomo para descrever suas propriedades
magnéticas € o spin. O numero de spin é calculado a partir de principios da
mecanica quantica usando valores de massa atémica (A) e numero atbmico (Z) de
cada nucleo. Nacleos com spin zero ndo possuem momento angular associado ao
sistema, de forma que ndo sédo afetados pelo campo magnético. Mas nicleos com
spin diferente de zero podem apresentar diferentes orientagdes quando expostos a
um campo magnético externo. As direcdes apresentadas sao funcdo do numero de
spin e correspondem a estados energéticos distintos (NASCIMENTO, 2016). Os
espectros de RMN mais utilizados sdo *3C e 'H, ambos apresentam nimero de spin |
= %, de forma que seus nucleos podem assumir duas orientacbes diferentes sob
acdo do campo magnético (SILVERSTEIN et al, 2019).

2.3 CALCULOS TEORICOS DE RMN

O uso dos calculos teodricos de RMN tem se tornado uma ferramenta valiosa
pra descricdo estereoquimica (SMITH; GOODMAN, 2010). A técnica tem sido usada
para descrever ou redefinir a estrutura de moléculas organicas, entre elas: (+)-
diplopirona (SAROTTI, 2020), tristichona C, gomerone B, maneonenes,
iIsomaneonenes, lembinas (KUTATELADZE; REDDY, 2017), hemicalide
(MACGREGOR et al, 2016), samoquasina A (TIMMONS; WIPF, 2008), mururina C
(HU et al, 2008), hipurticina (MENDOZA-ESPINOZA et al, 2009).

Isso se deve ao crescente aumento da capacidade computacional e as
diferentes técnicas que vem sendo desenvolvidas. O parametro CP3 foi projetado
para comparar os deslocamentos quimicos de duas possiveis estruturas em casos
em que os dados dos deslocamentos experimentais para ambas estdo disponiveis.
O principio da técnica faz com que erros sistematicos se cancelem e o modelo é
capaz de avaliar quais 0s nucleos de carbono ou protons sdo mais Uteis para a
atribuicdo da estrutura, conferindo maior peso a estes durante o calculo (SMITH;
GOODMAN, 2009).

Apesar das vantagens, a principal limitagdo do parametro CP3 ocorre
guando se tem apenas dados experimentais para uma das possiveis estruturas. A
probabilidade DP4 € usada para determinar o espectro experimental dentre 0s

diastereoisdmeros possiveis em situacées onde apenas um conjunto de dados
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experimentais esta disponivel. Através dos deslocamentos obtidos empiricamente
para cada uma das estruturas possiveis, sdo calculados os erros entre estes e 0s
deslocamentos obtidos experimentalmente. Entdo € usada a distribuicdo t de
Student para calcular a probabilidade de que cada erro observado seja obtido. Essas
probabilidades sdo multiplicadas entre todos os atomos da mesma molécula,
resultando no conjunto de erros daquela estrutura, que € convertido através do
teorema de Bayes na probabilidade de que cada estrutura candidata seja a correta
(SMITH; GOODMAN, 2010).

A probabilidade DP4+ teve como objetivo melhorar o desempenho da
técnica anterior, através da inclusdo de deslocamentos fora de escala e da
possibilidade de uso de niveis te6ricos mais complexos para o célculo de RMN
(GRIMBLAT et al, 2015).

2.4 ESTEROIDES

Esteroides sdo compostos lipidicos presentes diversos organismos Vivos,
sendo responsaveis por diversas atividades vitais, atuando como reguladores
fisioldgicos, hormdnios e provitaminas (SALVADOR et al, 2013). Possuem esqueleto
quimico comum composto por 17 carbonos distribuidos em quatro anéis nomeados
com A, B, C e D, sendo trés deles anéis de 6 membros e um anel de 5 membros,
também chamado de nucleo esteroide (FIGURA 1). Sua interagdo com enzimas e
receptores ocorre de maneira muito especifica de forma que pequenas mudancas
estereoquimicas podem resultar em mudancas em suas atividades biolégicas
(BRUEGGEMEIER; LI, 2003).

FIGURA 1 — ESTRUTURA BASICA DOS ESTEROIDES

FONTE: Adaptado de BRUEGGEMEIER; LI, 2003.
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Diversas moléculas esteroidais sdo usadas com finalidade terapéutica,
dentre elas estdo drogas usadas contra tumores e cancer, em condicdes
inflamatorias, condigBes neuroldgicas, moléculas usadas para tratamento de HIV,
podem possuir atividade contra microrganismos, além do papel importante em
guestbes de fertilidade e menopausa. Suas atividades bioldégicas dependem da
estrutura, ou seja, dependem do estado de oxidacédo do centro tetraciclico, além do
tipo, numero, orientacdo espacial e reatividade dos diferentes grupos funcionais
ligados a ele (DONOVA; EGOROVA, 2012; MAHATO; GARAI, 1997).

A progesterona € um hormdnio esteroidal envolvido no ciclo reprodutivo
feminino (FIGURA 2). Sua concentracédo nos fluidos tem relacéo direta com o ciclo
menstrual e encontra-se em niveis elevados durante a gravidez. Foi obtido em sua
forma cristalina e teve sua estrutura descrita em 1934. E considerada um
neuroesteroide devido ao nivel de acdo sobre o Sistema Nervoso Central e seus
derivados modificados foram usados como contraceptivos orais no passado
(LEDNICER, 2011).

FIGURA 2 - ESTRUTURA DA PROGESTERONA

O/

FONTE: A autora (2021).

A producdo de hormoénios e medicamentos esteroides € um otimo exemplo
das aplicacGes da biotransformacdo em escala industrial. Microrganismos tém sido
muito usados na bioconversdo de esteroides, ja que sdo capazes de alteracdes em
posi¢cdes da molécula de dificil acesso as técnicas convencionais; sdo capazes de
diferenciacdes regio e estereoespecificas, as vias metabdlicas de interesse podem

ser introduzidas em uma sequéncia especifica na cepa de interesse. Além disso,
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varias reacfes necessitam de apenas uma etapa biotecnologica (DONOVA;
EGOROVA, 2012).

A hidroxilagdo dos esteroides é uma importante reacdo para a atividade
biolégica desses compostos. Em geral, a molécula hidroxilada demonstra maior
atividade mais significativa quando comparado ao analogo menos polar. Os
microrganismos tem se mostrado muito bons em realizar essa funcionalizacao
(DONOVA; EGOROVA, 2012). Um exemplo dessa bioconversao € o trabalho de De
Paula et al. (2021), onde o fungo Penicillium oxalicum CBMAI 1996 realizou a
hidroxilacdo da progesterona nas posicbes C-7 e C-15, resultando na moléculas
15B-hidroxiprogesterona e  7B,15B-dihidroxiprogesterona  (FIGURA 3). A
determinacao da estereoquimica da primeira sera o foco deste trabalho.

FIGURA 3 — 15B3-HIDROXIPROGESTERONA (a) E 7(3,153-DIHIDROXIPROGESTERONA (b)

FONTE: A autora (2021).



20

3 MATERIAL E METODOS

Os calculos foram efetuados através de computador com processador Intel®
Core™ i5, com 4 nucleos de 3.20GHz, interface Linux Ubuntu 16.0 LTS. O programa

ACD/Schemsketch™ (Freeware 2018.2.5) (ADVANCED CHEMISTRY
DEVELOPMENT, 2018) foi utilizado para desenho molecular e o programa Gaussian
09™ (FRISCH et al, 2016) foi responséavel pela execucédo dos calculos. Os inputs
(arquivos de entrada) para os calculos foram preparados através do software
GaussView 6.0.16™ (DENNINGTON et al, 2009) e o CYLview v 1.0.561 BETA foi
usado para visualizagao tridimensional das estruturas geradas (LEGAULT, 2009).

Para otimizacdo dos célculos, utilizou-se um esteroide modelo, a 6B-hidroxi-
4-pregnen-3,20-diona (C21H3003) (FIGURA 4), com deslocamentos quimicos
experimentais descritos por Strommer et al. (2004). A molécula foi sintetizada a partir
da oxidacdo da progesterona com SeO: e foi escolhida pela presenca de ligagbes C-
O, comuns em esteroides. As etapas realizadas para determinacdo da base teédrica
mais adequada encontram-se descritas na FIGURA 5. A molécula passou por busca
conformacional pelo software MacroModel, disponivel na interface Maestro™
(SCHRODINGER, 2018), usando geometria MMFF (Molecular Mechanics Force
Field, campo de forca da mecéanica molecular em traducao livre) com limite superior
de energia de 65 kJ/mol (aproximadamente 15 kcal/mol) e com méaximo de 5000
etapas. A busca resultou em 55 possiveis conférmeros. Estes foram entao
agrupados em 9 clusters, utilizando-se ferramenta do mesmo software. Devido a
similaridade estrutural, apenas um conférmero de cada cluster foi utilizado para os
calculos de otimizacéo e frequéncia; o nivel de teoria DFT/B3LYP/6-31G+(2d,p) em
vacuo foi empregado (CHESHIRE, 2021).

FIGURA 4 - 6B-HIDROXI-4-PREGNEN-3,20-DIONA
=0

OH

FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 5 — ETAPAS PARA DETERMINAGCAO DA MELHOR BASE TEORICA

(0]
Busca
conformacional
55 conformeros ] o~
OH
6B-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona
(STROMMER et al, 2004)
9 clusters . 1 conférmero
Equagdode .
Boltzmann predominante

Opt + freq ‘

DFT/B3LYP/6-31G+(2d,p) em vacuo

I MAD

Calculos de RMN

RMSE

FONTE: A autora (2021).

Os dados de energia obtidos para os 9 clusters foram avaliados e utilizando
a equacao de Boltzmann, determinou-se o conformero predominante. A relacdo de
Bolttzmann descreve a movimentacdo microscopica das particulas de um sistema
em equilibrio termodindmico. De acordo com Cengel e Boles (2013), a equacéo

pode ser descrita por:
S=kinp

Onde S corresponde a entropia do sistema (ou seja, o nivel de desordem do
sistema, que esta relacionada a espontaneidade do processo); k € a constante de
Boltzmann e corresponde a 1,3806 x 102 J/K e p € a probabilidade termodinamica

(numero total de possiveis estados microscopicos do sistema).

Esse conférmero foi entdo submetido aos célculos de blindagem magnética
em diferentes niveis de teoria e solvatacdo para determinar o conjunto de base mais
adequada para este tipo de molécula, ou seja, aquele conjunto de fungbes que

melhor representa matematicamente os orbitais de um esteroide (TABELA 1).



TABELA 1 — DETERMINAGAO DO NIVEL DE TEORIA PARA OS CALCULOS DE RMN

Célculo Técnica Nivel de teoria Solvatacéo
1 RMN DFT - B3LYP 6-311G+(2d,p) Vacuo
2 RMN DFT - B3LYP 6-311G+(2d,p) IEFPCM (Cloroférmio)
3 RMN DFT - mPW1PW91 6-311G+(2d,p) Vacuo
4 RMN DFT - mPW1PW91 6-311G+(2d,p) IEFPCM (Cloroférmio)
5 RMN DFT - PBEPBE 6-311G+(2d,p) Vacuo
6 RMN DFT - PBEPBE 6-311G+(2d,p) IEFPCM (Cloroférmio)
7 RMN DFT - B3PW91 6-311G+(2d,p) Vacuo
8 RMN DFT - B3PW91 6-311G+(2d,p) IEFPCM (Cloroférmio)
9 RMN DFT - B3LYP LanL2DZ Vacuo
10 RMN DFT - B3LYP LanL2DZ IEFPCM (Cloroformio)
11 RMN DFT - B3LYP aug- cc-pvbz Vacuo
12 RMN DFT - B3LYP aug- cc-pvbZz IEFPCM (Cloroformio)

FONTE: A autora (2021).

Para obtencdo dos deslocamentos quimicos mais precisos, também foram
calculados os espectros de RMN 3C e 'H para o tetrametilsilano (TMS) e dioxano
nas mesmas configuracbes descritas (FIGURA 6). Essas moléculas sdo usadas
como padrdes internos, ja que o TMS é referenciado como ponto zero dos
deslocamentos quimicos e o dioxano foi usado para avaliar os efeitos relativisticos

dos &tomos de oxigénio.

FIGURA 6 — TMS (a) E DIOXANO (b)

brig O
HsC—Si-CH3 [ j

CHs; 0O

a b

FONTE: A autora (2021).

Os resultados para os diferentes niveis de teoria foram avaliados através
dos calculos de desvio médio absoluto (MAD, mean absolute deviation) e erro

quadratico médio (RMSE, root mean square error). O MAD compara 0S



23

deslocamentos quimicos calculados para determinada molécula com os

deslocamentos experimentais, através da equacao (LINDGREN; LEAL, 2013):

MAD = E:;l |6arp - 5:::!:'

Tt

Onde n corresponde ao numero total de deslocamentos quimicos, Bexp € O

deslocamento quimico experimental e dcac 0 deslocamento quimico calculado.

O RMSE avalia a correlacdo dos dados em relacédo a linha de tendéncia
obtida em cada regressdo linear. Para tanto, a seguinte equacdo € utilizada
(LINDGREN; LEAL, 2013):

| e ]
6, — O )"
RMSE = ||E:_J_[ axp cmcj

\

T

Os deslocamentos quimicos teéricos para °C e !'H usando TMS como
padrdo interno sdo obtidos através da subtracdo das constantes de blindagem dos
nacleos da molécula de interesse das constantes de blindagem do TMS. Quando o
efeito do dioxano é considerado, o deslocamento € calculado de acordo com a

equacao:
g = Taiox — Teale + 5:11'9.1' axp

Onde 0 representa a deslocamento quimico para determinado atomo, Gdiox €
a média dos deslocamentos para os atomos do dioxano, Ocac a constante de
blindagem para este atomo e Odiox exp € 0 deslocamento experimental para o dioxano.
Os valores experimentais usados para o dioxano foram 3,71 ppm para 'H e 67,14
ppm para 3C obtidos de Fulmer et al. (2010).

Apos a escolha do nivel de teoria mais adequado, as mesmas etapas foram
realizadas com a molécula de interesse, 15-OH-hidroxiprogesterona, para a
determinacdo da estereoquimica relativa (FIGURA 7). A busca conformacional
resultou em 6 possiveis conférmeros para o isdmero que possui a hidroxila para tras
do plano (alfa) e 7 conférmeros para a molécula com isomeria para frente do plano
(beta). Como foram poucos os conférmeros observados, ndo houve necessidade de

agrupamento em clusters.
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FIGURA 7 — DOIS POSSIVEIS DIASTEREOISOMEROS DA 15-OH-PROGESTERONA

FONTE: A autora (2021).

Os célculos de otimizacdo foram realizados para cada um dos conférmeros
obtidos através da técnica DFT com conjunto de bases B3LYP/6-311G+(2d,p) com
solvatacdo em cloroférmio. Os conférmeros predominantes foram determinados
através da equacdo de Boltzmann, para cada uma das possiveis isomerias. As
moléculas resultantes seguiram para os calculos dos deslocamentos quimicos do
espectro de RMN no nivel de teoria DFT/B3LYP/6-311G+(d,p) com solvatacdo em
cloroférmio adequado para que a técnica de DP4+ possa ser usada na comparacao.

O uso da equacao de Boltzmann resultou em 3 conférmeros predominantes
para o diasteroisomero a e 5 conférmeros para o isdbmero B. Isso porque todos as
moléculas com prevaléncia acima de 5% foram consideradas. Apds os célculos de
RMN, os deslocamentos quimicos de 'H e '°C foram tabelados e adequados a
proporcao representativa de cada um. Apds essa compensacdo, os dados fora
aplicados na técnica DP4+ (GRIMBLAT et al, 2015) e os pardmetros de MAD e
RMSE foram calculados. O padréo interno TSM passou pelos célculos de otimizagéo
e de RMN nas mesmas bases usadas para a molécula. As etapas realizadas com a

molécula de interesse encontram-se demonstradas na FIGURA 8.
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FIGURA 8 — ETAPAS PARA DETERMINAGCAO DA ESTRUTURA RELATIVA DA 15-OH-
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FONTE: A autora (2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca conformacional do esteroide 63-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona nos
parametros adotados resultou em 55 possiveis conférmeros, que foram agrupados
em 9 clusters (FIGURA 9). A otimizacdo da molécula foi calculada usando os 9
conférmeros no nivel de teoria DFT/B3LYP/6-31G+(2d,p) em vacuo. Os resultados
das energias e da prevaléncia de cada um dos conférmeros, calculados através da
equacao de Boltzmann, encontram-se na TABELA 2.

FIGURA 9 — CONFORMEROS REPRESENTATIVOS DOS 9 CLUSTERS DA 6B8-HIDROXI-4-
PREGNEN-3,20-DIONA

1 2 \ 3

FONTE: A autora (2021).

A equacédo da média ponderada de Boltzmann € uma ferramenta usada na
analise de fendmenos fora do equilibrio termodindmico, envolvendo gradientes de
temperatura e densidade e é capaz de fornecer informag¢des importantes sobre as

propriedades do sistema. De acordo com a TABELA 2, podemos observar que o
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conférmero majoritario foi o de nimero 2. Os outros 8 conférmeros apresentaram
uma porcentagem muito pequena, por este motivo serdo desconsiderados na

proxima etapa dos calculos.

TABELA 2 — ENERGIAS E PREVALENCIA DE CADA CONFORMERO

Molécula Energia (kcal/mol) %conf (T=300K)
Conférmero 1 -654626,217118 0,72
Conférmero 2 -654629,145078 97,91
Conférmero 3 -654624,205322 0,02
Conférmero 4 -654622,517949 0,00
Conférmero 5 -654621,065264 0,00
Conférmero 6 -654620,061249 0,00
Conférmero 7 -654625,763429 0,34
Conférmero 8 -654624,214107 0,03
Conférmero 9 -654626,402233 0,98

FONTE: A autora (2021).

O conférmero 2 foi entdo usado como modelo para os calculos de RMN com
12 conjuntos de base diferentes, conforme indicado na TABELA 1. Os resultados
foram tabelados e comparados através dos valores de MAD e RSME. Nas FIGURAS
10 e 11 pode-se observar os resultados obtidos para o deslocamento dos atomos de
hidrogénio e carbono, respectivamente.

Quanto aos valores de MAD e RMSE para o deslocamento quimico do *H,
os valores encontrados foram baixos e homogéneos, exceto pelo nivel de teoria
ndamero 5. Dentre os resultados obtidos, as bases 1, 2, 11 e 12 se mostraram mais
promissoras. Uma vez que os valores obtidos foram bastante proximos, 1 e 2 foram
consideradas mais viaveis, devido ao alto custo computacional despendido nos
casos 11 e 12.

Para os resultados de '2C, os resultados foram mais discrepantes. Os
resultados mais homogéneos foram apresentados pelas bases 1, 5 e 8. Os niveis de
teoria 11 e 12 também obtiveram resultados promissores, mas levando em conta o
tempo computacional exigido, foram colocadas em segundo plano. A base 2
apresentou o RSME mais baixo no método usando dioxano como padr&o interno,
mas nos outros parametros, essa base ndo teve um desempenho tdo discrepante

das demais.
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FIGURA 10 — VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO *H
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 11 — VALORES DE MAD E RMSE PARA DESLOCAMENTO QUIMICO DO 3C
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FONTE: A autora (2021).

Diante destes resultados, o conjunto de base escolhido foi o conjunto 2.
Dessa forma, o nivel de teoria escolhido foi DFT/B3LYP/6-311G+(2d,p) em
cloroférmio, uma vez que este apresentou bons resultados tanto para os espectros
de carbono quanto hidrogénio, além de um tempo computacional inferior a outros
métodos testados.

Além disso, outro quesito a ser avaliado é se 0 uso do dioxano como padrao

interno leva a diferencas significativas nos resultados. O que se observou foi que o
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uso do dioxano como padrao interno associado ao TMS, melhorou os parametros de
MAD e RME avaliados em 3C, mas o mesmo ndo ocorreu para os atomos de
hidrogénio. Uma vez que o dioxano € utilizado para avaliar os efeitos relativisticos do
oxigénio na molécula, possivelmente essa diferenca se deve ao fato dos atomos de
oxigénio da molécula estarem ligados a atomos de carbono. Dessa forma, os
calculos com a molécula de interesse foram realizados apenas com o TMS, os
deslocamentos obtidos para o padrao interno encontram-se descritos na TABELA 3.
A média dos deslocamentos para o hidrogénio resultou em 32,01 ppm e para o
carbono 184,39 ppm.

Entdo seguiram-se aos calculos com a molécula de interesse: 15-
hidroxiprogesterona. Ap6s a otimizacdo dos conférmeros no nivel de teoria
DFT/B3LYP/6-311G+(2d,p) com solvatagdo em cloroférmio, a equacdo de
Boltzmann foi usada para avaliar os conférmeros predominantes. Foram
consideradas populacdes predominantes, todas as estruturas dos conférmeros com
popula¢des maiores que 5%. Dessa forma, para a molécula a (hidroxila para tras do
plano), os calculos de RMN foram realizados com os conférmeros 1, 3 e 4 (TABELA
4) e para o diasteroisébmero B (hidroxila para frente do plano) os conférmeros 1, 2, 3,
4 e 6 (TABELA 5). Os conférmeros estao representados nas FIGURAS 12 e 13.

FIGURA 12 — CONFORMEROS PREDOMINANTES DA 15a0-OH-PROGESTERONA

2 3

FONTE: A autora (2021).



H

13C

32,05
31,99
31,99
32,01
32,00
32,00
31,99
31,99
32,05
31,99
32,05
31.99

183,48
187,13
183,48
183,45

TABELA 3 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS OBTIDOS PARA O TMS (ppm)

30

FONTE: A autora (2021).

TABELA 4 — POPULACAO DE CONFORMEROS PARA 150-OH-PROGESTERONA

Molécula Energia (kcal mol) %conf (T=300K)
Conférmero 1 -654773,016088 41,69
Conférmero 2 -654771,728439 4,81
Conférmero 3 -654773,034286 42,98
Conformero 4 -654771,933634 6,78
Conformero 5 -654771,446059 2,99
Conformero 6 -654770,619002 0,75

FONTE: A autora (2021).

TABELA 5 — POPULACAO DE CONFORMEROS PARA 153-OH-PROGESTERONA

Molécula Energia (kcal mol) %conf (T=300K)
Conférmero 1 -654771,599172 12,12
Conférmero 2 -654771,597917 12,10
Conformero 3 -654771,222666 6,45
Conférmero 4 -654772,367871 44,02
Conférmero 5 -654770,556251 2,11
Conférmero 6 -654771,974422 22,75
Conférmero 7 -654769,632557 0,45

FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 13 — CONFORMEROS PREDOMINANTES DA 153-OH-PROGESTERONA

FONTE: A autora (2021).

Para que os dados estivessem adequados para serem aplicados na
probabilidade DP4+ o conjunto de base utilizado foi DFT/B3LYP/6-311G+(d,p) em
cloroférmio. Os deslocamentos quimicos de 'H e '3C obtidos foram tabelados,
corrigidos usando os deslocamentos tedricos do padréo interno e compensados de
acordo com as porcentagens representativas de cada populacédo obtidos na equacéo
de Boltzmann. A TABELA 6 compara os deslocamentos de '3C obtidos para cada
um dos diasteroisdbmeros com os dados obtidos experimentalmente por De Paula et
al. (2021). Na TABELA 7 e possivel observar a mesma comparacdo para 0S

deslocamentos de H.



TABELA 6 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE 13C PARA 15-OH-PROGESTERONA (ppm)

Carbono Experimental prc:é;:s?e?ona prc:ggstct)al;'ona
1 35,8 21,787966 40,988689
2 33,9 20,431786 38,761613
3 199,4 109,843242 208,385767
4 123,9 68,594820 130,347950
5 170,9 98,577076 186,584258
6 32,8 20,540025 38,624740
7 31,0 20,316581 37,587235
8 31,6 22,103856 37,815981
9 53,7 31,010730 59,412067

10 38,7 24,629136 46,663487
11 20,9 12,946348 24,718328
12 40,2 23,301783 45,777356
13 43,9 26,774813 49,845204
14 60,4 35,584580 66,180391
15 70,2 42,257165 77,423652
16 36,2 22,400314 41,709873
17 63,5 35,627644 70,287648
18 15,9 8,771301 17,195190
19 17,9 10,135939 19,010572
20 209,3 116,559745 219,961032
21 31,4 18,600650 34,845111

FONTE: A autora (2021).
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Com os esses dados foram calculados os parametros de MAD e RMSE

como podem ser observados na TABELA 8. E possivel notar que os dados para a

conformacdo B foram menores, indicando sua predominéncia. Como forma de

confirmacédo, os dados foram aplicados na técnica DP4+, que compara diferentes

isdmeros e indica a probabilidade de que cada um deles seja a estrutura obtida em

laboratoério.
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TABELA 7 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE 'H PARA 15-OH-PROGESTERONA (ppm)

Hidrogénios Experimental 150-OH- 15B-OH-
progesterona progesterona

la 1,75 1,941749 2,020515
1b 2,06 1,706422 1,750872
2a 2,31 2,353522 2,500313
2b 2,43 2,137422 2,259075
4 5,76 5,770206 6,014629
6a 2,38 2,487689 2,685822
6b 2,49 2,280028 2,372627
7a 1,14 2,288819 2,086919
7b 2,15 1,131823 1,230004
8b 1,96 1,807093 2,089069
9a 1,05 0,966165 0,983276
1la 1,68 1,497719 1,534298
11b 1,52 1,572642 1,621353
12a 1,46 1,861243 2,080466
12b 2,06 1,425960 1,344400
1l4a 1,05 0,906033 0,875131
15a 4,33 4,109691 4,341466
16a 2,24 2,929366 2,551888
16b 2,24 1,156468 2,061124
17a 2,49 2,458762 2,273052
18 0,94 0,742327 0,977236
19 1,22 1,257576 1,301402
21 2,15 2,077348 2,177078

FONTE: A autora (2021).

TABELA 8 — VALORES DE MAD E RMSE PARA OS POSSIVEIS DIASTEROISOMEROS DA 15-OH-

PROGESTERONA
15a-OH-progesterona 15B-OH-progesterona
RMN MAD RMSE MAD RMSE
B3C 27.18 119.00 6.22 27.24
H 0.32 0.42 0.27 0.06

FONTE: A autora (2021).

A segunda técnica comprovou o que ja indicavam os dados de MAD e
RMSE. Obteve-se uma probabilidade de 100% de que o diasteroisbmero obtido
experimentalmente seja diasteroisdbmero (. Esse resultado confirma a estrutura

proposta por De Paula e colaboradores (2021). Dessa forma, pode-se concluir que a
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biotransformacdo da progesterona mediada pelo fungo P. oxalicum teve como

produto a 15B-OH-progesterona.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Através de simulagbes computacionais, o presente trabalho determinou a
estereoquimica da molécula produzida pela biotransformacao da progesterona pelo
fungo P. oxalicum. Além disso, o trabalho confirmou a estrutura proposta
experimentalmente. Esse fato demostra a viabilidade da associacdo entre dados in
silico e como dados experimentais, sobrepondo limitacdes que ambas as técnicas
poderiam ter quando usadas isoladamente e garantindo mais robustez aos dados.

Também foram definidos os conjuntos de bases tedricas mais adequados
para estudos com esteroides. O método foi aplicado para a molécula 15B8-OH-
progesterona, demonstrando resultados satisfatorios, com a confirmacdo da sua
conformacao relativa.

Durante a biotransformacéo, além da 15B-OH-progesterona, também foi
verificada a producdo de uma molécula di-hidroxilada, descrita pelos autores como
7B,15B-dihidroxiprogesterona. As préximas etapas da pesquisa tém como objetivo

determinar a estereoquimica dessa molécula.
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