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Andlise conformacional de alguns ésteres metilicos de aminoacidos e
seus N-acetil-derivados

Neste trabalho, o equilibrio conformacional de alguns ésteres metilicos de
aminoacidos nao acetilados (L-serina, L-treonina e L-triptofano) e N-acetilados
(glicina, L-alanina, L-serina, L-treonina e L-triptofano) foi avaliado através de
calculos tedricos e técnicas experimentais de espectroscopias no infravermelho e
de Ressonancia Magnética Nuclear. A metodologia aplicada baseou-se em
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (através do comportamento da constante
de acoplamento spin-spin °Jyu) e deconvolugdo analitica do espectro no
infravermelho na regido de estiramento da carbonila. Os resultados obtidos foram
utilizados para determinar a variagdo populacional de cada derivado de
aminodcido em varios solventes. Além disso, calculos tedricos em fase isolada e
também considerando o efeito do solvente foram realizados para determinar os
valores de 3Juy e a frequéncia de estiramento C=0. Os resultados calculados
estdo em boa concorddncia com os valores experimentais e proporcionam
informacdes sobre o comportamento conformacional induzido por cada solvente.
Adicionalmente, a analise dos Orbitais Naturais de Ligacdo e a Teoria Quantica
dos Atomos em Moléculas foram empregadas para investigar a importancia de
efeitos classicos e nao classicos sobre o equilibrio conformacional dos sistemas
supracitados. Diferente de vérias propostas da literatura, foi demonstrado que
efeitos estéricos e de hiperconjugacao sao interacdes importantes para o equilibrio
conformacional dos diversos derivados de aminoacidos avaliados, enquanto que

ligacOes de hidrogénio apresentam contribuigdo secundaria.
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Conformational analysis of some methyl esters of amino acids and

their N-acetyl-derivatives

In this work, the conformational equilibrium of some methyl esters of amino
acids non-acetylated (L-serine, L-threonine and L-tryptophan) e N-acetylated
(glycine, L-alanine, L-serine, L-threonine and L-tryptophan) was evaluated by
theoretical calculations and infrared and 'H Nuclear Magnetic Resonance
spectroscopies. The applied methodology was based on the 'H Nuclear Magnetic
Resonance data (through the behavior of the Uy spin spin coupling constant) and
analytical deconvolution of infrared spectra on the C=0 stretching region. The
obtained results were used to determine the populational variation of each amino
acid derivative in several solvents. In addition, theoretical calculations in isolated
phase and taking into account the solvent effect were carried out in order to obtain
the values of 3Juy and C=0 stretching vibration. The calculated results are in good
agreement with the experimental data and provide insights into the conformational
behavior induced by each solvent. Additionally, Natural Bond Orbital analysis and
the Quantum Theory Atoms In Molecules were employed to investigate the
importance of classic and non-classic effects over the conformational isomerism of
aforementioned systems. In disagreement of several publications in the literature, it
was found that steric effect and hyperconjugation are interactions important to
conformational preferences of all amino acid derivatives evaluated whereas H-

bonding plays a secondary role.
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1 Introducéao

O termo conformagéo é referente as diferentes geometrias que as moléculas
podem adotar no espaco através da rotacdo de grupos de atomos em torno de
uma ligagdo simples. Essas diferentes geometrias sdo denominadas
conférmeros,’ isdmeros conformacionais ou ainda rotdmeros. Grupos de atomos
em uma molécula podem girar em torno de uma ou mais ligagbes simples de
modo que durante uma rotacdo completa de 3602 podem assumir conformagdes.?
Os conférmeros de maior estabilidade, quando separados por barreiras de energia
baixas, se interconvertem rapidamente a temperatura ambiente e assim séo
dificeis de serem isolados.

Desde o trabalho classico de Sachse sobre a preferéncia conformacional do
cicloexano,® varios estudos tém sido desenvolvidos na busca das conformacdes
mais estaveis e os fatores que regem o equilibrio conformacional de uma
infinidade de moléculas. Este interesse se deve principalmente as informacdes
que podem ser obtidas a respeito das caracteristicas fisico-quimicas e
mecanismos de acgao bioldégica, como interacdo enzima substrato e o
planejamento racional de farmacos.* Por exemplo, em um estudo realizado por
Kay et al.” foi demonstrado que o isdmero trans (forma equatorial) do acetato de 2-
N,N-dimetilaminocicloexila era ativo como substrato da acetilcolinesterase, ao
contrario do isémero cis, que se mostrou inativo. Assim, o conhecimento sobre as
interacdes que governam a estabilidade de compostos, de preferéncia sistemas
mais simples, permitem por analogia a compreensao de sistemas mais complexos.

Para atribuir uma determinada conformacdo como a mais estavel é
necessario conhecer quais interagcbes atuam em um determinado sistema.
Basicamente, estas interagdes sdo classificadas como efeitos classicos e nao
classicos. O primeiro grupo compreende interacdes relacionadas a estrutura
perfeita de Lewis e se dividem em efeitos estéricos e eletrostaticos. Os efeitos
estéricos derivam da posicdo dos atomos no espacgo, cuja proximidade pode
promover a sobreposicao de nuvens eletronicas, sendo que esta condicao resulta
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numa maior demanda de energia enquanto que efeitos eletrostaticos (ou interacédo
Coulémbica) envolvem repulsao entre cargas de mesmo sinal. Por outro lado, a
hiperconjugacao representa um efeito ndo classico relacionado a interagdo entre
orbitais com uma determinada simetria, geralmente orbitais envolvidos em uma
ligagdo o (usualmente C-C ou C-H) com aqueles envolvidos em uma ligagdo
adjacente (C=C, por exemplo) ou outra 0.° O equilibrio entre estas interagdes tem
efeito critico sobre a geometria, densidade eletrbnica, energia de dissociacao e,
consequentemente, modificagdes espectrais dentre varios outros observaveis

fisico-quimicos.

1.1 Métodos de analise conformacional
1.1.1 Métodos Espectroscdpicos

Para reconhecer as conformacdes mais estaveis e compreender as
interagGes que as governam, varias técnicas espectroscdpicas tem sido utilizadas
como espectroscopia no microondas,’ raios-x®e no ultravioleta (UV).® Na pratica,
todas elas apresentam alguma limitacdo. No primeiro caso, informacdes
importantes sobre os compostos, alvos de estudo, podem ser fornecidas em fase
isolada, mas ndo em solug¢ao. Por outro lado, estudos em espectroscopia de raios-
X devem ser realizados somente em amostras cristalinas, enquanto que em UV,
um numero enorme de moléculas organicas e grupos funcionais nao é observado
em funcéo de serem transparentes nesta regido do espectro eletromagnético.'®

Contudo, é importante ressaltar a aplicacdo da espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em analise conformacional. RMN em
solucdo'' e no estado sélido' tem sido bastante difundida principalmente apds o
advento das técnicas pulsadas, magnetos supercondutores e sondas cada vez
mais sensiveis.

Para a RMN de 'H, os parametros principais obtidos sdo o deslocamento

quimico (6) e a constante de acoplamento (J). O 6é uma caracteristica da



blindagem magnética de um determinado niicleo pelos elétrons.” Um aumento na
densidade eletrénica resulta, de um modo geral, numa maior protecao dos nucleos
sendo que o inverso também é verdadeiro. O deslocamento quimico esta sujeito a
influéncia do solvente. Isto porque este apresenta diversos efeitos, dentre eles o
anisotropico e de campo elétrico, que sao responsaveis pela diferenga na
interacdo com o soluto, proporcionando assim uma mudanga na densidade
eletronica em determinadas regiées da molécula.' Assim, um mesmo composto
pode exibir espectros com deslocamentos quimicos diferentes, dependendo dos
solventes utilizados e, dessa forma, sinais sobrepostos podem ser separados. Em
relacdo a anadlise conformacional, varios trabalhos tem sido publicados
demonstrando mudancas na populacdo dos conférmeros com a alteracao do
solvente.'®1

Ja a constante de acoplamento spin-spin € uma caracteristica da energia de
interacdo indireta dos momentos magnéticos de nlcleos ndo equivalentes '® e é
transmitida através dos elétrons que compdem as ligacdes quimicas. O uso da
constante de acoplamento 'H-'H a trés ligacdes, °J, para obter informacdes sobre
a estereoquimica e a conformacgao, € um procedimento estabelecido, baseado na
relacdo de Karplus.'” Assim informacdes importantes a respeito dos rotameros de
maior estabilidade podem ser obtidas.

Como na maioria dos casos, o sinal de RMN representa a média entre os
conférmeros, muitas vezes experimentos a baixas temperaturas devem ser
realizados a fim de se detectarem as estruturas de menor energia.'® Mesmo
assim, muitas criticas tém surgido na literatura a respeito da escolha dos
compostos alvos de estudo. Além disso, dificuldades experimentais relacionadas
com propriedades do soluto e do solvente (como, por exemplo, precipitacdo do
soluto ou solidificagao do solvente) limitam o uso de experimentos a temperaturas
baixas. Em muitos casos, a contribuicdo de cada conférmero para o equilibrio
conformacional pode ser obtida através dos valores da constante de acoplamento
entre dois nucleos (geralmente 3JHH). Isso porque o valor experimental observado

para este paradmetro representa a média ponderada dos valores das fracoes



molares (n) e a respectiva constante de acoplamento isolada de cada conférmero

presente num dado sistema molecular, conforme a equacao abaixo:

n

U

i
i=1 i

]abs = €q1

onde ni/nr representa a populagao relativa do conférmero i num determinado
sistema molecular. Esta mesma relacao pode ser obtida (teoricamente) através da
distribuicao de Boltzmann:

: —AE;
i _ e Urr eq.?2
Nr

em que AE; representa a energia relativa do conférmero i, R a constante de
Boltzmann e T a temperatura. Dessa forma, a contribuicao do conférmero i, num
determinado equilibrio conformacional, pode ser obtida em conjunto com calculos
tedricos.

Além de RMN, a espectroscopia no Infravermelho (V) é bastante difundida
em estudos conformacionais. Normalmente, a frequéncia escolhida apresenta-se
livre da sobreposicdo de outras bandas.'® Neste caso, o método utilizado para
determinar a populacdo relativa dos conférmeros é baseado na obtengdo da
intensidade relativa de seus respectivos sinais. Uma vez que a superposicdao de
bandas seja observada, o uso da deconvolugdo se faz necessario a fim de se
obter uma medida precisa das fragbes molares. Assim, a populagdo relativa a
cada conférmero é obtida através do quociente entre a area de um sinal referente
a uma determinada conformacdo e area total (soma de todas as bandas
resultantes da deconvolucado) do sinal escolhido. Uma vez que a populacédo
relativa entre os conférmeros pode variar conforme a constante dielétrica do

solvente, o uso de solventes diversos também se aplica.



1.1.2 Calculos Teodricos

A quimica computacional tem se destacado através do desenvolvimento de
softwares que contém varios métodos da mecéanica quantica para aproximacao da
equagao de Schrddinger e assim, se consolidando como ferramenta util na anélise
e interpretagdo de dados experimentais, que muitas vezes nao sao possiveis de
serem obtidos diretamente de um experimento ou na previsao de propriedades
diversas.*

Dentre os métodos da mecénica quantica, estdo inclusos os semi-empiricos,
que utilizam parametros derivados de dados experimentais para simplificar os
célculos; os ab initio que, ao contrario do primeiro, ndo fazem uso de dados
experimentais e sim apenas de um numero reduzido de constantes fisicas
(constante de Planck, massa/carga do elétron, etc.) e Teoria do Funcional de
Densidade, DFT.?° Este Ultimo que também inclui efeitos de correlagéo eletronica,
isto é, interagbes entre elétrons num mesmo sistema molecular, tendo se
destacado em funcéo da velocidade computacional e espaco de memodria.

A possibilidade de estudar sistemas moleculares com elevado numero de
atomos a um custo relativamente menor em relacéo aos ab initio tradicionais, além
da confiabilidade nos resultados obtidos, tem conduzido ao uso da DFT no calculo
de varias propriedades como, por exemplo, energia total e eletrbnica, barreiras
rotacionais de energia, geometria molecular e estudos de ligagdes quimicas.?’

Por outro lado, o conjunto de bases descreve os elétrons em um atomo ou
molécula. Para constru¢do dos orbitais moleculares, é necessario um conjunto de
bases que contemple todos os elétrons presentes em diferentes atomos, para uma
representacao confiavel do sistema. Como exemplo, o conjunto de bases aug-cc-
pVTZ (augmented correlation consistent polarized Valence Triple Zeta) apresenta
um calculo bastante refinado, principalmente devido a descricdo precisa dos
orbitais.?

Dentre as grandes contribuicdes da Quimica Computacional contemporanea,
pode-se citar a capacidade de levar em conta o efeito do solvente. Embora



predicbes na fase gasosa sejam apropriadas para muitas propostas, séo
inadequadas para descrever caracteristicas de uma infinidade de moléculas em
solucdo.?® Assim, os chamados modelos de solvatacdo, tém sido cada vez mais
difundidos em estudos tedricos.>* De um modo geral, estes modelos consideram
uma molécula (ou poucas moléculas), o soluto, inserido numa cavidade que
apresenta um meio continuo dielétrico que simula o solvente. Modelos do tipo
PCM (Polarizable Continuum Model) sdo uma das abordagens mais utilizadas®
gue descrevem como a densidade eletrdnica é afetada pelo campo elétrico criado
pelo volume ocupado pelo solvente. Ha varias formas de construir uma cavidade
molecular que, em geral, consiste em selecionar um conjunto de raios (de Van der
Waals) e um método para definir a superficie molecular a partir destes raios. ?* Em
especial, o método CPCM (Conductor-like PCM) representa uma alternativa muito
eficiente em estudos de solvatagdo, por proporcionar interacdes de carater
eletrostatico e ndo eletrostatico para o calculo de energia livre do soluto.?®:?
Dessa forma, medidas experimentais, como frequéncias de Infravermelho ou
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento (RMN), podem ser também
calculadas e seus valores analisados em conjunto, para um determinado sistema
em um dado solvente.

Em conjunto com os modelos de solvatacao, a andlise dos Orbitais Naturais
de Ligagao (Natural Bond Orbital, NBO) tem se mostrado como uma ferramenta
efetiva para determinacédo de interagdes orbitalares que contribuem ou mesmo
define a estabilidade de um dado sistema.?® Isto porque todos os orbitais
antiligantes o*, n* e também de Rydberg podem ser desconsiderados. Conforme
discutido anteriormente, as interacées que governam a conformacdao de um
determinado sistema sado de origem classica e nao classica. Assim, o efeito de
hiperconjugacao pode ser removido por considerar o sistema, alvo de estudo, uma
estrutura perfeita de Lewis em que orbitais estdo localizados e duplamente
ocupados. Dessa forma a contribuicao hiperconjugativa pode ser obtida através da
diferenga entre a energia total de um determinado conférmero e a energia de

Lewis.



1.2 Teoria Quantica dos Atomos em Moléculas

Segundo a Teoria Quantica dos Atomos em Moléculas (QTAIM), proposta
por Richard Bader,? as propriedades de uma molécula podem ser descritas a
partir das propriedades de seus atomos, com base na densidade eletrdnica o(r).
Este método representa um grande avanco no estudo das ligagdes quimicas,?
principalmente devido a possibilidade de seus resultados serem observados
experimentalmente, como por exemplo, por difracdo de Raios-X ** e representa
uma ferramenta poderosa para analise conformacional.

A p(r) pode ser matematicamente definida como um campo escalar e sua
topologia € investigada com base no vetor gradiente de campo V p(r), que
representa o conjunto de trajetérias de gradientes.®' As trajetérias de um gradiente
sao sempre ortogonais ao contorno da densidade eletrbnica e nunca se cruzam,
exceto num ponto critico. A Figura 1a mostra uma mapa tridimensional da

densidade eletrénica para o indol, e sua superficie de contorno (Figura 1b).
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Figura 1: a) Mapa tridimensional e b) superficie de contorno da densidade eletrénica para
a molécula do indol.

Conforme a Figura 1a, a densidade eletrbnica € maxima na posicao dos

nucleos e decai rapidamente a medida que se afasta desta posicdo. A maior p(r)



observada na regido nuclear resulta da carga positiva desta regido tornando o
nucleo um atrator de densidade eletronica.

O conjunto de trajetérias que terminam num determinado nucleo define uma
regidao discreta do espago ao redor de cada nucleo que é conhecido como bacia
atdbmica e determina como os atomos existem em uma molécula. Estas trajetérias
da densidade eletrbnica nao se originam do espaco, mas de um ponto especifico
localizado entre dois atratores, denominado de ponto critico de ligacao (BCP,
Bond Critical Point). O conjunto completo de gradientes que terminam num ponto
critico de ligacao constitui a superficie entre os atomos, ou superficie interatdmica,
ou ainda, superficie de fluxo zero.® As superficies interatdmicas ndo se cruzam
em ponto algum da trajetéria e, além disso, todos os pontos nesta superficie tem
um produto escalar ¥ p(r) x n(r)=0, onde n(r) representa um vetor normal a
superficie. Assim, o fluxo de densidade de carga é nulo em qualquer ponto desta
superficie.

A topologia de p(r) envolve o particionamento de uma molécula em regiées
mononucleares, 2, denominadas como atomos em moléculas. Um atomo em uma
molécula pode ser definido como a unido de nucleos e suas bacias. Cada bacia
esta ligada por uma superficie de fluxo zero que pode existir até o infinito.® Esta
subdivisdo do espago molecular em bacias atdbmicas permite particionar
propriedades eletrénicas em contribuicdes atdmicas. Assim, a energia de um
atomo em uma molécula, em uma situagéo de equilibrio, é obtida a partir da soma
das energias atbmicas, que proporciona a energia total de uma molécula. O
mesmo é valido para volume e populacao eletrénica atbmica N(Q), carga atdmica
q(Q) entre outras propriedades. Porém este processo de divisdo molecular em
pequenas regides é um procedimento nada trivial.?®

Os pontos de inicio e fim de uma trajetéria de gradiente representam valores
extremos da densidade eletrénica (pontos de méaximo, pontos de minimo e pontos
de sela), sendo conhecidos como pontos criticos. Estes sao classificados como:
Ponto critico de anel (RCP, Ring Critical Point), que ocorre no interior de anéis,
sendo um minimo na densidade eletrénica no plano do anel e ao mesmo tempo

um maximo em um outro plano perpendicular ao primeiro; Ponto critico de gaiola
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(CCP, Cage Critical Point), de ocorréncia no interior de moléculas que incluem
anéis em sua estrutura, sendo representado pelo valor minimo de o(r) em todas as
diregbes; ponto critico nuclear (NCP, Nuclear Critical Point), que apresenta um
maximo local de p(r) e o ponto critico de ligagdo (BCP).®* 34 Este ltimo é
representado por um ponto de sela, ou seja, um minimo de p(r) ao longo de uma
trajetéria de ligacdo (BP, Bond Path) e um maximo de p(r) num plano
perpendicular ao BP. A presenca de um BCP e uma BP, do ponto de vista da
QTAIM, é uma condicao necessaria e suficiente para que dois atomos estejam
ligados.* Trajetérias de ligacdo, uma propriedade mensuravel de um sistema que
segue os teoremas da mecanica quantica, pode ser definida como uma linha de
maxima densidade eletrénica que une pares de atomos ligados em uma geometria
em equilibrio.®® A BP é considerada um indicador universal de ligagdo quimica de
todos os tipos.®* O conjunto de trajetérias e pontos criticos de ligagdo formam um
grafico molecular. Este ultimo proporciona uma definicdo inequivoca de estrutura
molecular.

A Figura 2a mostra o grafico molecular para um dos conférmeros do éster
metilico do triptofano, um dos sistemas estudados neste trabalho. Os BCPs (em
verde) permanecem mais afastados dos atomos de maior densidade eletrénica,
que possuem maior bacia atdbmica. Esta € construida com base no ambiente
quimico a que pertence. Além disso, as bacias atbmicas nao sao sobrepostas. O
oxigénio carbonilico, por exemplo (Figura 2b), apresenta trajetorias de gradiente
curvas nas proximidades do atomo de carbono a que estd ligado enquanto que

permanece quase que linear nas outras regides espaciais.
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Figura 2: a) Grafico molecular mostrando pontos criticos de ligacdo (em verde) e de anel
(vermelho) e b) superposicao da bacia atémica do oxigénio com superficie de contorno
(alguns atomos fora do plano da pagina foram omitidos) para o éster metilico do
triptofano.

A natureza de um ponto critico pode ser obtida a partir da derivada segunda
da densidade eletronica (V2p). Existem nove V?p, que podem ser rearranjadas em
uma matriz Hessiana. Na forma diagonalizada, esta matriz proporciona trés
autovalores A4y, A2 € A3 que apontam a curvatura de p(r). Assim, o laplaciano da
densidade eletrénica é representado pela soma destes trés autovalores, sendo
que dois deles (A1 € A2) sdo negativos por definicdo, enquanto que o terceiro,
situado ao longo de uma trajetéria de ligacdo, € positivo. Através do sinal do
laplaciano, é possivel descrever a concentracdo da densidade eletrénica em uma
determinada zona de ligagdo.” O valor negativo do laplaciano indica que existe,
numa determinada situacdo, uma concentracao local de carga. Por outro lado, um
valor positivo indica que ha auséncia local de cargas entre dois atomos. Estas
caracteristicas de V?p podem ser utilizadas como parametro para atribuir o carater
eletrostatico ou covalente de uma ligagao. *'

Além do laplaciano, os autovalores iy, A2 e Ag permitem a analise da
curvatura de p(r) através da proporcao entre os mesmos descrita pela elipicidade
(€). Este parametro mede a extensdo com que p(r) é preferencialmente acumulada

num dado plano contendo uma trajetéria de ligagao e pode ser definida como:
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Uma vez que Aq € definido ser maior ou igual a Az, € € sempre maior ou igual a
zero. Conforme a Figura 3, Ay e A, estdo orientados em um mesmo plano
perpendicular ao eixo da ligacao entre os atomos A e B. Se A apresenta valor
muito elevado, tem-se uma ligacdo de carater m enquanto que Ai=A, resulta de
uma ligacdo simples, com uma forma cilindrica perfeita.®*® Assim, a elipicidade
contém informacao sobre o carater de uma ligacdo. Quando A1 = A, , significa que
as ligacbes (simples ou tripla) sdo cilindricamente simétricas enquanto que em
situagdes de |A1|> |A,| indicam que h& maior concentragdo de densidade eletrénica
na direcao de A, do que na direcao de A, , 0 que representa uma situacao tipica de
ligacdo dupla. Neste ultimo caso, a distibuicdo da densidade eletronica é
aproximadamente eliptica em relacdo a ambos vetores. Assim, por exemplo, no
etano, a ligacao simples C-C apresenta € = 0,00. Para o eteno ¢ cresce para 0,45
em relacdo a dupla ligacdo C=C enquanto que para todas as ligagdes C=C do
benzeno ¢=0,230. Portanto, ligacbes com g préximos de 0 possuem carater
simples, enquanto que ligacées com ¢ proximos de 0,300 tém maior carater de
dupla ligacdo. Em funcdo disso, ¢ pode ser utilizada para determinar a

ressonancia, a estabilidade molecular e forca interatémica.*

Atomo A

Atomo B

Figura 3: Orientagédo espacial dos autovalores Ay, A1 € A;.
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Além das informagdes obtidas sobre as ligagdes quimicas, QTAIM permite
avaliar diversas propriedades atémicas. Por exemplo, a populagéo eletrénica total
N(Q2) de um atomo em uma molécula, a qual deve ser idéntica ao numero total de
elétrons, pode ser obtida através da integracdo da densidade eletr6nica sobre o

volume ocupado pelo atomo:

N(Q) =j pdt eq.4
Q

Por outro lado, a carga g(Q2) em cada atomo € obtida pela diferenga entre o
namero atémico Z e a populagéo eletrénica:
q(Q) = zg —N(Q) eq.5

O desvio da soma das populagdes (ou cargas) atdmicas de um correspondente
valor molecular € um indicador da qualidade das integragdes numéricas.
Outro parametro também importante € momento de dipolo M;, obtido

segundo a equacao:

M;(Q) = [, r(@pdr eq.6

onde r(Q) € um vetor com mesma orientagdo da carga eletrénica atémica em
relacdo ao nucleo. O M;, juntamente com os demais parametros, sdo variaveis
importantes utilizadas por Popelier para a caracterizagdo de ligacdes de
hidrogénio (LH).*
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1.2.1 Atribuicao de ligacoes de hidrogénio: Critérios de Popelier

A QTAIM é uma metodologia clara e rigorosa na descricdo de ligagcbes
quimicas e tem sido utilizada recentemente com muito sucesso na caracterizagao
de interagdes inter e intramoleculares nos mais variados sistemas.*' Em especial,
critérios topolégicos da existéncia de LHs foram propostos por Koch e Popelier *°:

e Uma ligacao de hidrogénio deve apresentar uma topologia compativel
com sua formacdo, ou seja, € necessaria a existéncia de uma BP e
um BCP entre o atomo de hidrogénio e o receptor que esteja
envolvido na ligacao.

e Os valores da densidade eletronica pe de seu laplaciano (V?p)
obtidos para um determinado arranjo espacial, devem estar contidos
nos intervalos 0,002-0,040 ua e 0,024-0,139 ua, respectivamente.

e O atomo de hidrogénio, envolvido numa LH, deve perder carga
atdmica q(H). Como consequéncia desta reducado, este atomo deve
apresentar um aumento de energia E(H), um decréscimo do seu
primeiro momento de dipolo M;(H) e do volume atémico V(H).

Todas estas alteracbes devem ser mensuradas e comparadas com um
conférmero de referéncia cuja conformagédo néo seja propicia a uma LH.

Outro parametro descrito por Popelier envolve a interpenetracdo do atomo de
hidrogénio com o atomo receptor de hidrogénio. Porém este parametro se aplica

ao estudo de LHs do tipo intermolecular.

1.3 Analise conformacional de aminoacidos

Aminoacidos (Aas) sdo compostos bifuncionais, que contém os grupos amino
e acido carboxilico bem como uma cadeia lateral, que é especifica para cada

aminoacido. Estas biomoléculas sdo essenciais a vida, uma vez que representam
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unidades estruturais basicas de peptideos e proteinas e suas propriedades
quimicas tém sido investigados teérica e experimentalmente proporcionando
informagées importantes sobre a natureza de sistemas bioldgicos.*

Em particular, os aminoacidos apresentam muitos conférmeros que resultam
de interagdes entre a cadeia principal e lateral destes compostos. ** Varias
estratégias tém sido tracadas, a fim de obter informagdes a respeito das
geometrias mais estaveis e os fatores que regem seu equilibrio conformacional.
Mesmo assim, varias limitagbes tém sido reportadas. Por exemplo, para
considerar a forma neutra do aminoacido, os estudos tém sido conduzidos na fase
gasosa, em uma atmosfera livre de interacbes intermoleculares. Embora
informacdes importantes possam ser obtidas sem influéncia do meio onde as
moléculas estao inseridas, esta situacao esta longe de representar as condigdes in
situ do meio condensado, em que as reacdes bioquimicas ocorrem. Além disso,
grande parte dos aminoacidos apresenta elevado ponto de fusédo e baixa pressao
de vapor e se decompde muito facilmente quando utilizados métodos classicos de
vaporizagdo.*

O estudo de aminoacidos e peptideos de cadeia curta em solugédo, de

7

preferéncia em solventes diferentes, € de grande interesse, dada a sua

* como em mecanismos de transporte através de

importancia bioldgica,
membranas e barreiras. Por exemplo, quando um farmaco atravessa uma
membrana biolégica, experimenta diversas zonas de polaridades distintas. *°
Contudo, estes compostos, quando dissolvidos, aparecem como espécies ibnicas,
cuja natureza é determinada pelo pH da solucdo e por sua estrutura particular.
Além disso, a solubilidade em solventes organicos representa uma dificil barreira
e, dessa forma, a maior parte dos estudos experimentais é descrita no estado
s6lido.*® Mesmo assim, amino4cidos nesta forma, exibem uma estrutura bipolar
zuiteriénica (“zwiterion”, do tipo "H3N-CH(R)-COQO’), que, por sinal, ndo esta
presente nas cadeias polipeptidicas (exceto nas extremidades).*’ As interagdes
com a vizinhanga levam a uma consideravel estabilidade da forma bipolar, quando

comparada a forma neutra.
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Uma alternativa para superar as dificuldades experimentais € a derivatizagao
dos aminoacidos através da acetilagdo ou esterificacdo. Dessa forma dois
problemas séo resolvidos: o da solubilidade e a auséncia da forma bipolar. A
acetilacdo dos aminoacidos torna se interessante também devido aos N-acetil-
derivados serem importantes no estudo da deficiéncia de aminoacilase, erro inato
do metabolismo, marcado por uma caracteristica padrdao de excrecdo de
aminoacidos N-acetilados.*® Um estudo recente ** mostrou o uso de RMN de 'H
na determinacdo de N-acetilaspartato na urina de pacientes com epilepsia
(resultante da auséncia da N-apartoilacilase) e de outros N-acetil-derivados em
casos de diversas enfermidades.>® Além disso, a acetilacao e a esterificacao de
aminoacidos podem ser utilizadas como sondas, para compreender o
comportamento conformacional seguida da relagéo estrutura-atividade de diversos

depsipeptideos, °'

isto €, pseudopeptideos que possuem um grupo amida
substituido por um grupo éster (Esquema 1). Estes compostos apresentam
diversas propriedades de interesse biol6gico como: antibiéticos, antifiUngico, anti-

inflamatério, antitumoral, imunossupressor e combate ao virus HIV.>?

H O R H R H o R R
N N X N ¥
" \)L[}I)\Mn %ﬁ\' " \)LN)\%O\[%N
H O H H O H

Esquema 1: Representacdo da cadeia de um depsipeptideo. "X" e "Y" sdo substituintes
presentes nas extremidades.

Em funcdo das dificuldades reportadas acima, grande parte dos estudos
envolvendo aminoacidos é exclusivamente teérico. Geralmente, a metodologia
adotada envolve a identificacdo dos conférmeros de menor energia, utilizando-se
de um nivel de teoria mais simples e, em seguida, a otimizagdo dos mesmos
empregando calculos mais refinados que envolvem métodos e conjuntos de bases
mais sofisticados. Por exemplo, Gronert e O’Hair °®* demonstraram que o método
AM1 (Austin Modelo One), um método semi-empirico, é incapaz de caracterizar

energias relativas de biomoléculas de maior complexidade que envolvem
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interagdes do tipo LH. Por outro lado, os estudos tedricos mais recentes em nivel
B3LYP, empregando diversos conjuntos de bases, tém sido comparados com

sucesso a medidas experimentais.>*>°

1.3.1 Glicina, alanina, serina, treonina e triptofano

Glicina (Gli) e alanina (Ala) sdo aminoacidos ndo essenciais de grande
importancia para o metabolismo humano. A Gli ajuda a converter muitas
substancias tdxicas, incluindo materiais fendlicos, em formas menos toxicas além
de participar da produgao de agucar no sangue. Por outro lado, Ala € considerado
um dos mais importantes nutrientes para o metabolismo de aminoacidos no
sangue.®’**® Além disso, ambos os amino&cidos representam os sistemas mais
simples sendo, portanto, utilizados como modelos em analise conformacional.®®

Em contrapartida, Serina (Ser) e Treonina (Thr) s&o aminoacidos de cadeias
polares, que incluem o grupo hidroxila na cadeia lateral, de grande importancia

60.61 como em biossintese e reacdes de fosforilagio.

biolégica,

Para a Ser, a investigacdo teoérica, provavelmente a mais completa, foi
realizada por Gronert e O’Hair, *° através da rotacdo de todos os angulos diedros
presentes no aminoacido na fase gasosa, o0 que resultou na selecao de 51
minimos cuja diferenca de energia pode chegar a 12 kcal mol™'. Ainda na fase
gasosa, Blanco e colaboradores, ’ encontraram sete conférmeros neutros a partir
de estudos combinados entre espectroscopia de microondas e calculos tedricos
(MP2/6-311++G). Além disso, foi reportado por Lambie e colaboradores que
apenas 4 conférmeros de menor energia sao estaveis o suficiente para serem
detectados por meio de espectroscopia no infravermelho.®® Estudos também
recentes relacionados a afinidade por prétons® e frequéncias vibracionais® tém
sido reportados.

A Thr tem recebido atencédo especial pelo fato de apresentar, em conjunto
com a Isoleucina, dois centros quirais. Um estudo recente, realizado através de

espectroscopia de mricroondas e calculos tedricos em nivel ab initio revelou sete
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conférmeros como os mais estaveis na fase gasosa.®* Mao et al.? através da
RMN de C e N, estudaram o efeito dos grupos laterais hidroxila e metila na
conformacao de proteinas do tipo “anti-congelante”. Em meio aquoso, um estudo
detalhado da energia, conformagéo e caracteristicas vibracionais tanto para a Ser
quanto para a Thr, demonstrou a influéncia do solvente (através da interagao de
ligacdo de hidrogénio, LH) sobre as conformagfes mais estaveis para ambos os
aminoacidos. ® Outro estudo envolvendo espécies neutras, zuiteridnicas,
protonada e deprotonada para a Thr foi realizado.®’

Por outro lado, o triptofano (Trp) € muito importante em processos que
envolvem transferéncia de elétrons, como fotossintese e respiracao, além de ser
um precursor do neurotransmissor serotonina. ® Além disso, por ser um
aminoacido aromatico (cadeia apolar), apresenta forte banda de absor¢do na
regido do ultravioleta (250-285 nm)® e assim tem sido muito estudado por
técnicas espectroscépicas para andlise de dinamica e estrutura de proteinas. Mais
recente, Snoerk et al. empregaram métodos de dupla ressonancia combinada
(UV-UV e IR-UV), para o entendimento do equilibrio conformacional do Trp.”
Além disso, vérios trabalhos reportados na literatura foram publicados para o

54, 69

aminoacido derivatizado, por razoes ja discutidas acima.

55, 71

Contudo, grande parte dos estudos envolvendo aminoacidos atribui as

ligacdes de hidrogénio (veja Esquema 2 ou intera¢des n entre o anel aromético e a

cadeia principal de aminoacidos aromaticos) "2

como sendo as interacoes
responsaveis pela estabilidade conformacional destes sistemas. Na maior parte
dos estudos, pouca ou nenhuma atengéo tem sido dada as discussdes a respeito
de efeitos estéricos e de origem hiperconjugativa, tdo fundamentais para Quimica,
Bioguimica e Farmacologia,73 com forte influéncia sobre a dinamica de enzimas,

cinética de interacéo entre ligante e receptor, etc.
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Esquema 2: Representacao esquematica de ligacoes de hidrogénio para aminoacidos. “R”
representa a cadeia lateral.

N

Recentemente, calculos tedricos envolvendo andlises NBO e QTAIM
demonstraram que efeitos estéricos e de hiperconjugacao, e nao ligagdes de
hidrogénio, sdo os que governam as estabilidades dos conférmeros de diversos
aminoacidos e derivados.”®"®

Assim, uma investigacdo sistematica das interacdes, tanto de natureza
classica como nao classica, pode contribuir para o entendimento das
conformagdes mais estaveis de aminoacidos e derivados de cadeias maiores bem

como de outros sistemas biolégicos mais complexos.
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2. Objetivos

Considerando o potencial das informagbes obtidas a partir de equilibrios
conformacionais de aminoacidos e derivados, para entendimento de sistemas
bioldgicos maiores como peptideos, o objetivo deste trabalho € estudar o
comportamento conformacional de alguns ésteres metilicos de aminoacidos nao
acetilados (L-serina, L-treonina e L-triptofano) e N-acetilados (glicina, L-alanina, L-
serina, L-treonina e L-triptofano) através de calculos tedricos e técnicas
experimentais de espectroscopia no Infravermelho e de Ressonancia Magnética

Nuclear (Esquema 3)

0 R, O 0

R

o oo (i;)jr/\ero/
HN\H/ NH, HN NH

)

Ester metilico da N-acetil-glicina (Rz=H) Ester metilico da L-serina (Rq= H) Ester metilico do L-triptofano
Ester metilico da N-acetil L-alanina (R3= CHj) Ester metilico da L-treonina (R1= CHg)

R, O o)
oo (i;>jrf\r4k0/
HN HN

b

O O

Ester metilico da N-acetil-L-serina  (Rp=H) Ester metilico do N-acetil-L-triptofano
Ester metilico da N-acetil-L-treonina (Ro= CHj3)

Esquema 3: Estrutura dos aminoécido-derivados em estudo.
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3. Parte Experimental
3.1 Desprotonacao dos aminoésteres

Os L-aminoésteres foram adquiridos na forma de cloridratos. Dentre as
varias metodologias empregadas para a desprotonacdo, duas séo listadas a
seguir (Esquema 4). Os compostos N-acetilados (Sigma Aldrich) foram adquiridos
na forma deprotonada e nao foram purificados para as anélises em infravermelho
e RMN.

3.1.1 Desprotonagéo com p6 de Zinco

Em uma suspensdo de 1 mmol do éster metilico do triptofano (Acros
Organics) ou da treonina (Sigma Aldrich), na forma de cloridrato e dissolvido em
THF (10 mL), foi adicionado pé de Zn (100 mg), conforme descrito na literatura.”
A solucgéo foi agitada por cerca de uma hora e ap6s a reacdo estar completa, o
produto foi filtrado, evaporado e cristalizado em éter seco, apresentando
rendimento de 76 e 80%, respectivamente.

3.1.2 Desprotonagcdo com Na,CO3

Em uma suspensao de 1 mmol do éster metilico da L-serina (Sigma Aldrich),
na forma de cloridrato e dissolvido em 10 mL de acetonitrila, foi adicionado 0,5
mmol de carbonato de sédio, conforme descrito na literatura.®® A solucdo foi
agitada por cerca de 2 h a temperatura ambiente e, em seguida, filtrada. O sélido
resultante foi previamente seco e o rendimento foi cerca de 30%.
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0 0
a) 2 R%O/ .z QR%O/ + ZnCl, + Hy

NHy*CF NH,
0 0

b) 2 Rﬁ)ko/ NayCO, —— 2 R\HJ\O/ + 2NaCl + H,0 +CO,
NHg*CF NH,

Esquema 4: Desprotonacdo de aminoésteres através a) da reacdo envolvendo Zn° e b)
utilizando se de carbonato de sdédio.

A desprotonacao utilizando-se de zinco em p6 apresentou alto rendimento e
assim foi utilizada com sucesso para éster metilico do triptofano e da treonina.
Contudo, a desprotonacdo, aplicando esta mesma metodologia, para o éster
metilico da serina ndo ocorreu. Assim, a reagcdo empregando carbonato de sodio
foi utilizada. Embora com rendimento bastante inferior (cerca de 30%), possibilitou

a desprotonacao da serina.

3.2 Espectroscopia de RMN de 'H

Espectrometros de RMN Bruker (400, 500 ou 600 MHz, dependendo do
equipamento utilizado, para a frequéncia do Hidrogénio) modelos Avance. Foram
utilizadas as sequéncias de pulsos zg30 e zgcppr (neste ultimo caso para
supressao do sinal residual da agua).

Para avaliar a preferéncia conformacional sob influéncia da polaridade do
meio, aproximadamente 10 mg de cada amostra foram dissolvidas nos solventes
(Aldrich): CCl4, CDCI3 , CD3CN, CD30D, Piriridina-ds e DMSO-ds. Além disso, foi
utiizado o TMS (Tetrametilsilano) como referéncia interna. Os espectros foram
obtidos a uma temperatura de 25°C e foram realizadas 8 acumulagdes. Outros
parametros utilizados para aquisicdo estdo especificados nos respectivos

espectros (Anexo 1).
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3.3 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho (espectrémetro Shimadzu FT-IR Prestige 21)
foram obtidos na regido de 400 a 4000 cm™, utilizando-se de 32 acumulagdes e
resolucdo de 1 cm™. As amostras foram preparadas em concentragdo de 0,03 M
nos solventes acetonitrila, THF, diclorometano e/ou DMSO. Foram utilizadas celas
de NaCl e CaF, com espacador de 5 mm de espessura. Para obtencdo das
populagdes relativas de cada conférmero, foi realizada a deconvolugéo analitica
(Grams Spectroscopy Software Suite®') das bandas sobrepostas, correspondentes
a vibracao fundamental de estiramento da ligacado C=0 (funcéo ester) na regiao de

~ 1800 a 1600 cm™'. Foram utilizadas correcées da linha de base.

3.3 Calculos tedricos

Os célculos foram realizados utilizando o pacote Gaussian 09.%2 De inicio,
foram construidas superficies de energia potencial (PES) para todos os sistemas
supracitados. Para os ésteres metilicos (ndo acetilados), foram utilizados como
ponto de partida, os conférmeros mais estaveis (6 minimos de energia) do éster
metilico da alanina (Ala-OMe),”® os quais foram obtidos a partir da rotacdo dos
angulos diedros ¢, 6 e y (Figura 4). Para tanto, um hidrogénio do grupo metila
(cadeia lateral) do Ala-OMe foi substituido pela cadeia lateral especifica para a
serina, treonina e triptofano (Veja Figura 5).
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Figura 4: Ester metilico da alanina e seus respectivos angulos diedros variados. "

Para os ésteres metilicos da serina (SerOMe) e treonina (ThrOMe), foram
variados os angulos diedros da cadeia lateral y; [O-C4-C,-N] e y, [H-O-C4-C, ] em
passos de 10°, de modo que y,variasse de 0 a 360° para y; a 0%, depois 10° e
assim sucessivamente até 360° (Figura 5a e Figura 5b), obtendo-se assim uma
PES em trés dimensdes. Para o triptofano, variou-se apenas o diedro y; [N-Ca-
Cp-Cy] de 0 a 360° em passos de 10° obtendo-se deste modo uma PES

bidimensional ( Figura 5c).

O

|° | °
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b) c)

Figura 5: Esteres metilicos da a) serina, b) treonina e c) triptofano e seus respectivos
angulos diedros variados.

Para os compostos N-acetilados, foram utilizados como ponto de partida os
minimos de energia obtidos do éster metilico da N-acetil-alanina (Ac-Ala-OMe),
pela rotacdo dos diedros y [N-Ca-C=0] e ¢ [H-N-Ca-C(O)] enquanto que 6 [H3C-O-
C=0] foi mantido na forma cis ® e w [H-N-C=0] na forma trans (Figura 6).2* Os
minimos de energia dos ésteres metilicos N-acetilados da serina (Ac-Ser-OMe),
da treonina (Ac-Thr-OMe) e do triptofano (Ac-Trp-OMe) foram obtidos pela
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substituicdo de um hidrogénio do grupo metila da Ac-Ala-OMe, pelas respectivas
cadeias laterais, seguida pela rotagao dos diedros y; [O-C4-C,-N] e x [H-O-C4-C, ]
para Ac-Ser-OMe e Ac-Thr-OMe e y; [N-C,-C;-Cy] e y2[C,-Cy-Cy—Cs,] para Ac-Trp-
OMe. A nomenclatura dos angulos selecionados segue as recomendacgdes da
IUPAC.® Todos os célculos foram realizados em nivel B3LYP/cc-pVDZ.

'Tl O
v
o N 0
\H/ q)g_[ﬁj\o/
O

Figura 6: Representacao da rotagcdo dos angulos diedros do éster metilico da N-acetil-L-
alanina.

Em seguida, os minimos de energia foram otimizados, utilizando-se da base
aug-cc-pVDZ para uma descricdo mais rigorosa dos pares de elétrons nao ligantes
dos atomos de nitrogénio e oxigénio. Em especial, este nivel de teoria tem sido
utilizado com éxito em estudos envolvendo diversos aminoacidos e derivados.”>”’

Além disso, calculos de otimizacao para os conférmeros mais estaveis,
utiizando o método de solvatagdo implicito CPCM, foram realizados utilizando
diferentes solventes. Os resultados obtidos foram utilizados para obtengdo do
namero de onda correspondente ao estiramento da ligacdo C=0 e valores das
constantes de acoplamento SJun entre os hidrogénios o e P dos respectivos
derivados de amino&cidos estudados. Além disso, foi realizada a analise
detalhada de NBO® para os conférmeros de menor energia em fase isolada e
analise topolédgica por QTAIM para obtencdo dos parametros de integracdo das
bacias atémicas.?” Como usual, a precisdo destes calculos foi analisada pelos
valores do Laplaciano da densidade de carga em cada atomo, que nao apresentou
valores absolutos maiores que 107 u.a.
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4. Resultados e discussao
4.1 Ester metilico do L-triptofano

A atribuicao completa dos sinais do Trp-OMe foi realizada com base nos
experimentos de RMN de 'H, ®C, COSY (Correlation spectroscopy), HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy), HMBC (Hetero Multiple
Bond Correlation) e NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy).

Trp-OMe. RMN de 'H (DMSO-d6, 600MHz) (deslocamento quimico & em ppm,
multiplicidade, constante de acoplamento J em Hz): Hy (3,58; s), H3 (3,82; dd;
6,39 e 5,83), Hs (3,11; dd; 6,39 e 14,35), Hs (3,17; dd; 5,86 e 14,35), H; (7,48;
d; 8,0 Hz), Hg (6,98-6,96; m), Hg (7,08-7,05; m), H1o (7,34; d; 8,0), H(N) (10,90;
s), H(NHy) (4,26, s); Hi2 (7,15; d; 2,34). RMN de '®C (DMS0-d6): C+ (52,20),
Co (174,34), C3 (54,91), C4 (29,81), Cs (109,23), Ce (127,69), C7 (118,60), Cs
(118,87), Co (121,47), C1o (111,87), C11 (136,61) e C12 (124,50).

O isomerismo rotacional de aminoacidos e derivados € usualmente
representado por uma mistura de rotdmeros alternados conforme a Figura 7.
Neste contexto, a constante de acoplamento vicinal Jky entre os hidrogénios o e
B é um parametro importante, dependente do angulo diedro de rotagcdo em torno
da ligagdo simples C,-Cp e util para avaliar a relacdo entre a cadeia lateral e
principal destes compostos. A Figura 7 mostra trés arranjos (“a”, “b” e “c”)

esperados, devido a variagao do angulo diedro y [N-Ca—-Cp-Cy]. Os arranjos “a” e

“b” apresentam acoplamentos 8Jun anti e gauche entre os hidrogénios H,, Hg; e
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Hg. enquanto que em “c” apenas acoplamento gauche sdo esperados. Por esta
razdo, variagbes nas medidas experimentais de °Jun, devido a mudanga do
solvente, podem estar associadas ao aumento ou diminuicdo populacional dos

trés arranjos.

HN /
H, COOCH,
B1 B2
HCL
a) b) c)

Figura 7: Representacao dos rotdmeros alternados relativos a cadeia lateral do Trp-OMe.

Portanto, para compreender as mudangas conformacionais induzidas pelo
meio, espectros de RMN de 'H (Anexo 1) foram obtidos em solventes de
constantes dielétricas diferentes: acetonitrila, piridina, metanol e DMSO. Conforme
a Tabela 1, os valores de 3JHaHB ndo apresentam mudancgas significativas (valores
entre 6,39 e 7,14 Hz para 3JHaHB1 e entre 5,57 e 5,86 Hz para 3JHGH,32) e, portanto,
indicam que nao ha variacao populacional dos conférmeros em relacdo a cadeia
lateral com a mudanga do meio. Uma vez que a rotacdo em torno da ligagédo C,-
Cp € suficientemente rapida, os valores das constantes de acoplamento
observadas representam valores médios para os trés rotdmeros e assim a RMN
de 'H apenas, ndo permite explicar o isomerismo conformacional do Trp-OMe.
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Tabela 1: Valores de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamentos para o éster
metilico da triptofano em varios solventes.

Solvente € SHa S Hp1 Onp2 3JHaH[31 3-]H(XHBZ
Piridina-ds 12,3 3,89 3,12 3,18 6,46 5,78
Metanol-d; 32,7 413 3,28 3,37 7,14 5,57
CD3;CN 37,5 412 3,34 334 - e
DMSO-ds 46,7 3,89 3,11 3,17 6,39 5,86

Com o objetivo de confirmar, compreender e justificar os resultados
experimentais, calculos teodricos foram realizados a partir de seis conférmeros
mais estaveis, obtidos do éster metilico da alanina.”® Para tanto, um atomo de
hidrogénio, pertencente ao grupo metila (cadeia lateral), foi substituido pelo grupo
indolila e os 6 novos conférmeros foram utilizados para construcao de 6 curvas de
energia. Neste caso, foi promovida a rotacdo do angulo y (N-Ca-CB-Cy) enquanto
que os diedros ¢ [LPN-N-C,-C(O)] (LPn representa o par de elétrons nao ligante do
atomo de nitrogénio) e v [N-C,-C=0] foram mantidos congelados. Os angulos
¢ e y foram mantidos fixos a fim de preservar a geometria otimizada da cadeia
principal dos ésteres metilicos de amino4cidos.”® A Figura 8 mostra as seis curvas
de energia obtidas que forneceram os 18 minimos de energia (trés para cada
curva de energia) para o derivado do triptofano. Os minimos de energia, assim
obtidos, foram otimizados em nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ desta vez com todos os

angulos diedros livres para rotagao.
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Figura 8: Curvas de energia para o éster metilico do triptofano, obtidas a partir da rotagéo
do angulo diedro ¥.

Embora todas as 18 estruturas sejam teoricamente possiveis, algumas delas
apresentaram energia relativa muito alta (~ 6 kcal mol') e, desta forma,
praticamente nao contribuem para o equilibrio conformacional, segundo a
distribuicao de Boltzmann. Além disso, o conférmero Trp9 se interconverte em
Trp4 e, portanto, nao foi considerado para os célculos seguintes. Assim, apenas 8
(Figura 9) destas estruturas (nomeados de acordo com a ordem crescente de

energia,) foram consideradas para os calculos seguintes.
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Figura 9: Representacao dos 8 conférmeros de menor energia do éster metilico do
triptofano otimizados em nivel DFT-B3LYP/aug-cc-pVDZ.

Em seguida, os 8 conformeros foram otimizados nos solventes (modelo de
solvatacdo CPCM) acetonitrila, piridina, DMSO e metanol e os resultados foram
utilizados para a obtencao dos valores das constantes de acoplamento 3JHaH[31 e
®Jharp2 (nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ para atomos de nitrogénio e oxigénio e
B3LYP/EPR-IIl para atomos hidrogénio e carbono). A contribuicdo relativa de
cada conférmero para o valor de SJHocHB observado experimentalmente em cada
solvente, pode ser determinada a partir do produto entre as fragdes molares de
cada conférmero e os valores calculados da respectiva constante de acoplamento

(vide secdo 1.1.1). Conforme a Figura 10, os valores de >Uuqrpi € *Jharp2 NEO
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variam significativamente de um solvente para outro, demonstrando assim nao
haver mudanca significativa na populacdo dos conférmeros com a mudanca do
meio. Estes resultados corroboram com aqueles obtidos experimentalmente.

8 2
a
£ 6 ‘ g W
I u Acetonitrila + ® Acetonitrila
‘:3 4 ‘ = DMSO _j% 1 =DMSO
X 2 - Metanol & 05 - Metanol
‘ IJ = Piridina < ) o
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a) b)

Figura 10: Populacao relativa (n) versus a) SJHqu eb) SJHCLH[32 calculados para TrpOMe.

Além disso, a banda do estiramento da carbonila vc._g, que absorve numa
regiao livre de interferéncias, foi utilizada para atribuir as populacdes dos
conférmeros. Foram obtidos os espectros de infravermelho para o Trp-OMe em
acetonitrila e THF. A Figura 11 mostra a regido de absorgcdo da carbonila nos

respectivos solventes.
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Figura 11: Deconvolucdo do espectro de infravermelho na regido de estiramento da
carbonila do éster metilico do triptofano em a) THF e b) acetonitrila. Linhas em preto e
representam a banda experimental de V¢_o € linhas em vermelho o somatério das
bandas deconvoluidas (azul, verde e rosa).

Conforme a Figura 11, para ambos os solventes utilizados, embora com
polaridades bastante distintas (e= 7,6 para THF e ¢= 37,5 para acetonitrila), os
resultados obtidos demonstram nao ocorrer variacdo significativa na populacao
dos conférmeros com a mudanca do meio conforme fracbes molares obtidas a
partir da &rea relativa de cada banda [0,03 (1754,03 cm™); 0,66 (1743,43 cm™) e
0,31(1731,64 cm™) em THF e 0,04 (1753,15 cm™); 0,71 (1741,28 cm™) e 0,25
(1725,69 cm™)].

Para analisar os resultados experimentais, foram obtidos os valores da
populacado n, energia relativa e vq_g para os oito minimos de energia otimizados
em THF e acetonitrila. Em concordancia com os resultados experimentais, as
populacdes relativas calculadas para cada conférmero ndo apresentam variacao

significativa com a mudanga do meio (Tabela 2).
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Tabela 2: Energia relativa (kcal mol™), Populagdo (n, %) e nimero de onda V¢_o (cm™)
calculados para o Trp-OMe em THF e acetonitrila (nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ).

CD:CN THF
Conférmero Erel n Ve=0 Erel n V=0
Trp1 0,00 51 1741,74 0,00 52 1747,23
Trp2 1,32 6 1726,37 1,21 7 1731,64
Trp3 0,81 13 1736,96 0,85 12 1743,35
Trp4d 1,51 4 1743,85 1,56 4 1747,82
Trp5 0,75 14 1733,90 0,84 13 1740,24
Trp6 1,47 4 1742,14 1,48 4 1747,03
Trp7 1,11 7 1737,67 1,17 7 1742,89
Trp8 2,46 1 1742,16 2,35 1 1746,35

A formacdo de LHs é geralmente invocada para explicar o isomerismo
conformacional de aminoacidos e derivados. De fato, varios conférmeros do éster
metilico do triptofano apresentam geometrias propicias a formagdo de LHs
intramoleculares. Contudo, outras interagdes, do tipo efeitos estéricos e
hiperconjugativos, podem operar nestes sistemas. Assim, com o0 objetivo de
investigar os efeitos que governam o isomerismo conformacional do Trp-OMe,
foram empregadas as metodologias QTAIM e NBO.

Os critérios de Popelier,*® que envolvem parametros de QTAIM, sdo Uteis
para a caracterizagdo de LHs. Assim, foram obtidos os graficos moleculares
(Figura 12) para os oito conférmeros analisados. Destes, apenas Trp2, Trp4, Trp6
e Trp8 exibem BPs e BCPs relativos a LHs nédo usuais,? envolvendo as cadeias
principal e lateral do Trp-OMe. Estes parametros QTAIM foram observados
mesmo em nivel de teoria superior (B3LYP/aug-cc-pVTZ) e otimizados em
solventes (DMSO e metanol). Uma vez que a presenca destes dois parametros é
uma condicdo necessaria para que dois atomos estejam ligados, apenas estes
conférmeros poderiam formar LHs estaveis.
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L=

Trp7 Trp8
Figura 12: Gréaficos moleculares obtidos para o AcTrpOMe: Pontos verdes e vermelhos
representam pontos criticos de ligagao e de anel, respectivamente.
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Para avaliar os demais critérios, foram obtidos os valores da densidade
eletronica (pscp) € seu laplaciano (V2p) bem como a energia atdbmica E(H), a
carga atobmica q(H), momento de dipolo My(H) e volume atébmico V(H) para os
atomos possivelmente envolvidos em uma LH intramolecular (Tabela 3). Além
disso, o conférmero Trp1 que nao apresenta ligagao de hidrogénio, foi utilizado

como referéncia.

Tabela 3: Densidade eletrénica (psce) © seu laplaciano (V?p) no BCP de LH e
propriedades atémicas integradas em u.a.

Parametro
Conférmero H oecr (H)  V208ep (H) q(H) E(H) M;(H) V(H)
H(9) +0,020 -0,605 0,135 47,84
Trod H(10) +0,025 -0,603 0,134 47,47
P H22) - +0,032 -0,596 0,130 49,40
H(25) -0,003 -0,612 0,129 51,40
Trp2 H(10) 0,002 +0,007 +0,030 -0,603 0,132 49,06
H(25) 0,006 +0,020 +0,022 -0,606 0,118 47,59
Trp4 H(10) 0,002 +0,007 +0,030 -0,603 0,132 49,06
H(25) 0,006 +0,020 +0,022 -0,606 0,118 47,59
Trp6 H(9) 0,003 +0,008 +0,030 -0,603 0,131 48,72
H(25) 0,005 +0,017 +0,016 -0,608 0,121 48,72
Trp7 H(25) 0,007 +0,022 +0,020 -0,606 0,129 48,15
Trp8 H(22) 0,009 +0,029 +0,066 -0,585 0,129 45,43

Em concordancia com os critérios de Popelier, os resultados mostram que
apenas o conférmero Trp8 exibe uma ligacdo de hidrogénio. Os conférmeros
Trp2, Trp4, Trp6 e Trp7 apresentam valores para VZpgcp fora do intervalo 0,024-
0,139 au. Portanto Trp8 € o Unico conférmero, de todos avaliados, que satisfaz a
todos os critérios e portanto apresenta uma LH estavel. No entanto, este
conformero é relativamente instavel (1,32 kcal mol") e assim, LH ndo é a
interagcao responsavel pela estabilidade do Trp-OMe.

36



Para compreender as contribuicbes dos efeitos estéricos e eletrostaticos
sobre o isomerismo conformacional do Trp-OMe, foi realizada a analise NBO.
Todas as interacdes envolvendo orbitais antiligantes e de Rydberg foram
deletadas, isto é, as energias dos conférmeros foram computadas como uma
estrutura perfeita de Lewis, que ndo leva em conta a hiperconjugacao. Nesta
situacao hipotética, &€ possivel obter as contribuicbes dos efeitos estéricos e de
hiperconjugacao devido a energia dos conformeros antes e apds a delecao serem
conhecidas. Quando todas as interagbes sdo computadas, Trp1 € o conférmero
de menor energia (E=0). Contudo, quando a hiperconjugacéo é removida, Trp5 é
o conférmero mais estavel por uma diferenca de energia maior que 14 kcal mol™
(ELewis, Tabela 4). Estes resultados demonstram que esta conformacao € a que
sofre menor efeito estérico, mas sobretudo indica que a hiperconjugacado tem
importancia marcada para a estabilizacdo de Trp1. A contribuicdo dos efeitos
hiperconjugativos é 15,82 kcal mol™ maior para Trp1 em comparagéo com Trp5, o
menos estabilizado pela hiperconjugacédo, seguido pelos conférmeros Trp3 e
Trp7.

Tabela 4: Energia relativa® (AE,), de Lewis® (AE_.wis) € de hiperconjugacdo® para o Trp-
OMe em fase isolada (nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ).

Confoérmero
Trp1 Trp2 Trp3 Trp4 Trp5 Trp6 Trp7 Trp8
AEq 0,00 0,52 0,92 1,01 1,15 1,28 1,30 1,32

AE ewis 14,68 12,50 3,50 5,06 0,00 11,64 4,45 11,93
AEpper 15,82 13,13 3,73 5,20 0,00 11,51 4,28 11,75

'em kcal mol”

A importancia da hiperconjugacdo pode ser destacada pelos valores
mostrados na Tabela 5, que mostra as principais interacdes orbitalares
envolvendo os pares de elétrons nao ligantes dos atomos de nitrogénio (LPns) €
oxigénio (LPos) (veja Figura 9 para a numeracdao dos atomos) e também os

angulos diedros das cadeias principal e lateral. Os conférmeros Trp1,Trp3 e Trp6
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apresentam LPysdirecionado para o orbital antiligante da ligagdo entre os atomos
C4-C13 ($=300°), que resulta na energia de interagdo (LPns—0*csci3) contribuindo
para uma estabilizacao efetiva destes conférmeros. Os conférmeros Trp2, Trp5 e
Trp7 (p=180°) sdo estabilizados pela interagdo LPnsy—0*ci-c4 com influéncia
maior para Trp2 devido ao arranjo espacial entre estes orbitais. Adicionalmente,
para Trp2, LP(s) esta suficientemente afastado de LP o2, 0 que diminui a repulsdo
estérica entre estes pares de elétrons. Portanto, a orientagdo de LPs tem um
papel importante nas energias de interagbes orbitalares e contribui efetivamente
para o equilibrio conformacional deste composto. Para as interagdes
hiperconjugativas envolvendo os pares de elétrons nao ligantes dos atomos de
oxigénio, os valores observados sdo muito proximos para todos os conférmeros
devido o arranjo cis do grupo metila em relacao a carbonila, como observado para

outros ésteres metilicos.®

Tabela 5: Principais energias de hiperconjugacéo (kcal mol™) envolvendo os atomos de N
e O e correspondente angulos diedros (°) para o Trp-OMe.

Conférmero

Trp1  Trp2  Trp3 Trpd Trp5 Trp6 Trp7 Trp8
vy (N-C-C=0) 332 347 144 16 105 312 25 11
¢ (LP-N-C-C(O) 300 183 300 80 180 301 161 93
x (N-Ca-CB-Cy) 60 60 63 64 175 183 76 291
LPns—0%c1ca - 10,08 0,83  ----- 7,71 - 7,31 -
LPNs—0%cani2 2,98 1,16 1,64 - 0,79 213  ----- 6,40
LPNs—0%cacts 8,87 0,70 9,97 2,06 0,90 8,19 2,07 2,85
LP(1)o@—0%ci-02 9,36 9,16 8,88 8,91 8,81 9,80 9,32 9,38
LP(2)o@—T"c10. 48,21 49,46 46,65 47,79 46,12 50,81 48,50 49,41

Estes resultados indicam que os arranjos espaciais do Trp-OMe nao podem
ser atribuidos a formacao de ligagdo de hidrogénio intramolecular, uma vez que

esta interacdo estd presente em apenas um conférmero relativamente instavel.
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Em contrapartida, efeitos estéricos e de hiperconjugagcéo sdo determinantes para

o equilibrio conformacional deste sistema.

39



4.2 Esteres metilicos da L-serina e L-treonina

O Ser-OMe. RMN de 'H (DMSO-ds, 600

MHz) (deslocamento quimico & em

4 2 1 ppm, multiplicidade, constante de

HO 3 O acoplamento J em Hz): Hy (3,60; s), Hs
(3,36: t: 4,86), Hs4 (3,50; dd: 4,86 e

NH2 10,50), Hs (8,55; dd; 4,86 e 10,50), H

(NH) (4,8; s), H(OH) (2,0; s)

Thr-OMe. RMN de 'H (Piridina-ds, 600

MHz) (deslocamento quimico & em

ppm, multiplicidade, constante de

~ 1 acoplamento J em Hz): Hy (3,58; s), H3

O (3,73; d; 3,86), Hs (3,11; dqg; 3,86 e
6,40), Hs (1,46; d; 6,40).

Os ésteres metilicos da serina e treonina apresentam cadeias laterais
polares (-OH) e se diferem apenas pela substituicado de um hidrogénio da cadeia
lateral (serina) por um grupo metila (treonina). Em ambos os sistemas, o grupo
hidroxila pode estabelecer ligacbes de hidrogénio intramoleculares adicionais
como doador de proéton para 0s grupos amina ou éster ou como aceptor de préton
através dos pares de elétrons nao ligantes do atomo de oxigénio. Além disso, a
presenca de um grupo metila adicional na treonina em comparacdo com a serina
pode ser utilizada como sonda para avaliar a contribuicdo de efeitos estéricos
sobre a preferéncia conformacional destes sistemas. Por esta razdo foram
realizados célculos tedricos e medidas experimentais de espectroscopia no
infravermelho e de RMN de 'H e os resultados obtidos foram comparados para
ambos os derivados de aminoacidos.

A partir das 6 superficies de energia potencial construidas para cada sistema
supracitado (Anexo 2), foram obtidos 27 e 41 minimos de energia para a Ser-OMe
e Thr-OMe, respectivamente. No entanto, apds a otimizagéo, na fase isolada e em
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solugdo, foi encontrado que o equilibrio conformacional de cada um destes

sistemas é governado por ndo mais que 4 conférmeros.
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Thr17
Figura 13: Minimos de energia obtidos para os ésteres metilicos da L-serina e L-treonina.
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Os conférmeros remanescentes migraram para uma das estruturas ja existentes
ou mostram energia relativa alta, ou seja, apresentam reduzida populagao
conforme distribuicdo de Boltzmann. Contudo, um quinto conférmero, que é
relativamente instavel e ndo apresenta geometria propicia a formagao de ligagdes
de hidrogénio, foi utilizado como referéncia para atribuicdo de LHs. Assim, 5
confébrmeros (nomeados conforme ordem crescente de energia) foram
considerados neste trabalho (Figura 13).

Assim, a andlise comparativa dos varios conférmeros de ambos os sistemas,

apresenta desvios muito pequenos para os angulos diedros y1, x2, v € ¢ (Tabela

6). Alem disso, as energias relativas para a Ser1 e Ser2, que representam as
geometrias mais estaveis para a Ser-OMe, sdo, respectivamente, idénticas as
energias relativas dos conférmeros Thr1 e Thr2 enquanto a diferenca de energia
entre Thr3 e Thr4 (0,10 Kcal mol™') é muito pequena. Estes resultados sugerem
que o grupo metila ndo é grande o suficiente para causar perturbagdes na Thr-
OMe e assim, ndao apresenta importancia significativa para a preferéncia
conformacional deste sistema em comparagéao com a Ser-OMe.

Tabela 6: Angulos diedros (°) e energia relativa (kcal mol™) dos 5 conférmeros da Ser-
OMe e Thr-OMe obtidos em nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ)
Conférmero
Ser1 Ser2 Ser3 Serd Seri7 Thri Thr2 Thr3 Thr4d Thri7

X1 55 305 300 56 297 54 306 54 302 299
xe 317 46 297 317 181 318 46 319 300 180
W 18 351 100 196 1 38 355 231 94 3
) 203 241 170 196 172 200 256 193 172 175

E- 000 086 131 169 4,11 000 086 122 132 3,39

Para avaliar a formagao de LHs na Ser-OMe e Thr-OMe, foram obtidos os
graficos moleculares (Figura 14) e os critérios de Popelier para ambos derivados
de aminoacidos (Tabela 7).
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Thr4 Thr17

Figura 14: Gréaficos moleculares obtidos para os ésteres metilicos da serina e treonina:
Pontos verdes e vermelhos representam pontos criticos de ligagdo e de anel,
respectivamente.

De acordo com a analise QTAIM, todos os conférmeros atendem aos
critérios avaliados (exceto Ser17 e Thr17, que nao apresentam geometria propicia
para a formacao de LH e foram utilizados apenas como referéncia). Neste sentido,

todos os conférmeros apresentam topologias consistentes com a formacédo de
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LHs. No entanto, como reportado por Bader,® a proximidade entre um ponto
critico de ligacdo e um ponto critico de anel (Ring Critical Point, RCP), promove a
formacao de um ponto de catastrofe, um ponto em que o RCP e um BCP
coalescem, e assim estes pontos criticos deixam de existir e obviamente a
interacado (LH). Assim, do ponto de vista da QTAIM, de todos os conférmeros do
SerOMe, apenas Ser3 (que nao representa minimo global) apresenta LH instavel.
Além disso, apenas este conférmero apresenta LH em anel de seis membros,
enquanto que os demais correspondem a anéis tensionados envolvendo 5
atomos. Por outro lado, todos minimos de energia avaliados do ThrOMe (exceto
Thr17) apresenta LH estaveis. Uma vez que ambos o0s sistemas apresentam
conférmeros com geometrias € ordem de estabilidade muito semelhantes, os
resultados da QTAIM mostram que a auséncia de LHs em SerOMe, ndo implica
em mudanc¢a no equilibrio conformacional deste sistema quando comparado com
ThrOMe e portanto € possivel que efeitos estereoeletronicos sejam predominantes

sobre ambos os sistemas.

Tabela 7: Densidade eletrénica (pscp) € seu laplaciano (V2p) no BCP de LH e
propriedades atbmicas integradas (em u.a) para o0 SerOMe e ThrOMe.

SerOMe
H pace (H) V2pger (H)  q(H) E(H) Mi(H) V(H)
Ser1 H17 0,019 +0,067 +0,588 -0,348 0,173 20,58
Ser2 H17 0,018 +0,067 +0,587 -0,349 0,173 20,88
Ser3 H17 0,020 +0,059 +0,600 -0,347 0,156 18,23
Serd H17 0,019 +0,067 +0,587 -0,349 0,173 20,71
Sert7 H17 - +0,577 -0,361 0,177 22,86
ThrOMe
H pece (H) V2pgee (H)  q(H) E(H) M;i(H) V(H)
Thri H20 0,022 +0,072 +0,589 -0,349 0,170 20,00
Thr2 H7 0,020 +0,085 +0,432 -0,431 0,189 26,81
H20 0,019 +0,066 +0,584 -0,351 0,174 20,89
Thr3 H20 0,021 +0,070 +0,587 -0,350 0,171 20,23
Thrd H20 0,021 +0,064 +0,600 -0,348 0,154 17,83
Thri7 H7 - e +0,403 -0,444 0,198 29,73
H20 - e +0,572 -0,362 0,180 23,63
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Para avaliar as contribui¢cdes dos efeitos estéricos e de hiperconjugacéo, a
andlise NBO foi empregada. A Tabela 8 apresenta as contribui¢cdes relativas a
partir das interacdes hiperconjugativas e de Lewis, indicando que Ser1 apresenta
menor efeito estérico que os demais conférmeros. Este resultado mostra que
hiperconjugacao tem importancia secundaria nesta geometria, isto é, mesmo
quando o efeito hiperconjugativo ndo é levado em consideracao, Ser1 permanece
como o conférmero mais estavel para o Ser-OMe. Por outro lado, Ser2 e Ser3
apresentam contribuigcdes de origem estérica e hiperconjugativa equivalentes. Nos
conférmeros da Thr-OMe, em ocorre aumento da energia de AE| ewis, provocada
pela presenca adicional do grupo metila, ocorre também elevacao da energia de
hiperconjugacdo. Estes resultados mostram que um equilibrio entre efeitos
estéricos e eletrostaticos governam o equilibrio conformacional de ambos os
sistemas, embora efeitos estéricos apresentam uma contribuicdo dominante para
SerOMe.

Tabela 8: Energia relativa (AE,), Energia de Lewis (AE_.wis) € energia de hiperconjugagcéo
(AEp) para SerOMe e ThrOMe.

Confoérmero
Ser1 Ser2 Ser3 Ser4d Ser1i7 Thri  Thr2 Thr3 Thrd Thr17
Erel 0,00 086 1,31 1,69 4,11 0,00 0,86 1,22 1,32 3,39
Eewis 0,00 165 2,89 0,81 3,55 1,26 0,63 0,00 1,88 1,88
Enip 0,87 1,67 246 0,00 0,31 2,75 0,76 0,04 1,68 0,00

Os resultados obtidos na Tabela 8 podem ser corroborados através das
energias de hiperconjugacdo (Anexo 6). Para Ser1, LPns, LP(2)on), LP(2)o2 €
LP(2)os (em que LP= par de elétrons livres, veja Figura 13 para atribuicdo da
numeragado) permanecem distantes um em relagcdo ao outro, diminuindo assim a
repulsdo estérica entre eles. Por outro lado, quando ocorre a introducao do grupo
metila na cadeia lateral, a interagdo repulsiva entre LPo3 € -CH; aumenta a
energia de Lewis (AE cwis) em Thri. Mesmo assim, esta geometria permanece
como a mais estavel, entre os conférmeros da Thr-OMe, devido a interacéao
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hiperconjugativa adicional ocsans— 0*c13-c15 que ocorre em Thr1 em substituicao a
OcaNs— O*ci3ns de menor intensidade, presente em Ser1. Ser17 apresenta a
contribuicdo mais significativa de LPns—0*cica. NO entanto, este conférmero
apresenta elevada energia de Lewis devido a superposicdo das nuvens
eletrébnicas de Ns e O(H) e assim apresenta uma geometria altamente instavel.
Além disso, a delocalizacao eletrdnica LPNs—0*c1-c4 € Operante para Ser1, Ser3 e
Ser4, enquanto que Ser2 é estabilizada por LPNs—0*c4-H12.

Do ponto de vista NBO, ligacbes de hidrogénio podem ser atribuidas a
interagées hiperconjugativas.’® Neste sentido, a analise NBO mostra que a
delocalizacao eletronica através do espago entre o par de elétrons nao-ligante
LP(2)o2 € o orbital antiligante o*oy tem importancia significativa para Ser3 (3,53
Kcal mol”) enquanto que para Ser1, Ser2 e Ser4 foram calculados valores de
LPns—0%0.n (8,41; 3,14 e 3,23 kcal mol™, respectivamente). A subtracdo destas
energias de interacao a partir dos valores de energia relativa (Tabela 8), ou seja,
considerando apenas a delecado de LP(2)oo—>0"o.n (para Ser3) ou LPns—0*oH
(para Ser1, Ser2 e Serd4), ndo altera a ordem de estabilidade entre os
conférmeros. Em outras palavras, mesmo na auséncia das interagoes
hiperconjugativas que caracterizam LH em ambos os sistemas supracitados, a
ordem de estabilidade dos conférmeros se mantém. Assim, do ponto de vista
NBO, LHs de hidrogénio ndo podem ser invocadas como Unica interacao
estabilizante destes sistemas. Contudo, o equilibrio entre o0s efeitos
estereoeletrénicos é operante sobre os conférmeros da Ser-OMe e Thr-OMe.
Assim, a analise NBO e QTAIM sugere que um equilibrio entre a hiperconjugacao
e interagdes estéricas, governam o equilibrio conformacional para ambos os

sistemas.
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Hp H R

Figura 15: Projecoes de Newman para os ésteres metilicos da serina (R=H) e treonina
(R=CH,).

Por outro lado, os valores de ®Uhq+p para o Ser-OMe e o Thr-OMe, podem
proporcionar informagdes a respeito do isomerismo rotacional nestes sistemas
(Figura 15). Para o SerOMe, os arranjos “a” e “c” apresentam dois acoplamentos
distintos (gauche e ant)) enquanto que em “b” apenas acoplamentos gauche
devem ser observados. Para o ThrOMe, apenas acoplamentos anti sao esperados
em “a” enquanto que “b” e “c” devem apresentar somente acoplamentos gauche.
Contudo, os valores observados (Tabela 9) de 3JHGHB nao apresentam variacdo
significativa com a mudanca do meio e portanto, nao refletem mudanca
populacional para ambos os sistemas.

Além disso, os valores experimentais de 3JHO(H;.; mostram que a substituicao
de H por CHs; na cadeia lateral da Ser-OMe, ndo modifica o equilibrio
conformacional da Thr-OMe, uma vez que os valores de >Juqnp1 apresentados s&o

da mesma magnitude que aqueles observados para o Ser-OMe.

Tabela 9: Constantes de acoplamento (J, em Hz) e deslocamentos quimicos, (6, em ppm)
para Ser-OMe e Thr-OMe obtidos em solventes de constante dielétrica €.

Solvente € 0, 0p1 Op2 3JH(1H[31 3JHaH|32
Ser-OMe

Piridina-ds 12,3 3,85 4,15 3,20 4,44 4,74

CDsCN 37,5 3,45 3,61 3,63 4,38 5,04

DMSO-ds 46,7 3,36 3,50 3,52 4,86 4,80
Thr-OMe

Piridina-as 12,3 3,62 4,08 - 4,26 ----

CDSCN 375 3,63 4,16 4,44

DMSO-cs 46,7 3,20 3,90 4,40
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Além disso, os valores de 3JHGHB calculados para ambos os sistemas (Figura
16) estdo em boa concordancia com os valores experimentais e indicam que nao

ocorrem mudancas no equilibrio conformacional, com a mudanca do meio.

Piridina Metanol Acetonitrla DMSO Fioin:  Metanal Acetoniintie: DMS0

a) b)

oy B Thr
T4 I Thr2
3 [ ]
T I Thr4
= I Thr17
™ 2 =
x
c

04
Piridina Metanol Acetonitrila DMSO
c)

Figura 16: Populag&o relativa (n) versus a) nemp € b) *hang, calculados para a Ser-OMe
e €) *Juanp paraThr-OMe.

Foram obtidos também os espectros de infravermelho para ambos os
derivados de aminoacidos nos solventes THF e acetonitrila. A Figura 17 mostra a
regidao do espectro de infravermelho referente ao estiramento da carbonila. Para o
Ser-OMe, as fracbes molares obtidas a partir das areas relativas de cada sinal
(0,66 parave_g = 1746,00 e 0,33 para vq—o= 1739,9 cm” em THF e 0,70 Vg =
1742,8 cm™ e 0,30 Vo = 1737,0 cm™' em acetonitrila) sdo equivalentes mesmo
com a mudanca do meio enquanto para o Thr-OMe, bandas simétricas foram
observadas e assim, a deconvolucdo nao foi possivel. Estes resultados
corroboram com os célculos de populagédo relativa obtidos para cada um dos
conférmeros supracitados C=0O (Anexo 6). Ser1 apresenta as maiores fracdes
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molares calculadas para ambos os solventes (0,66 em THF e 0,63 em acetonitrila)
enquanto que o somatério de populacdes de Ser2, Ser3 e Ser4 correspondem a
banda de menor intensidade observada . Assim, os valores de fragbes molares
calculados estdo em boa concordancia com os valores experimentais e mostram
que Ser1 é predominante sobre os demais conférmeros independentemente do
meio. Para o ThrOMe, os resultados calculados sdo semelhantes aqueles obtidos
para o SerOMe, o que indica que ambos os sistemas devem ser governados pelos

mesmos efeitos .
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c) d)

Figura 17: Espectro de infravermelho na regido de estiramento da carbonila. Ser-OMe
dissolvido em a) THF e em b) acetonitrila e Thr-OMe dissolvido em c)THF e d) acetonitrila.
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Adicionalmente, os resultados da QTAIM, mostraram que ligacdes de
hidrogénio apresentam efeito secundario para os conformeros da SerOMe e
ThrOMe uma vez que nao foram encontradas relacées claras entre as geometrias
observadas e a existéncia desta interagdo. Em contrapartida, do ponto de vista
NBO, foi demonstrado que a auséncia de LHs nao altera a ordem de estabilidades
dos minimos de energia de SerOMe e ThrOMe enquanto que efeitos de origem
estérica e hiperconjugativa sdo determinantes para a estabilidade conformacional

estes sistemas.
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4.3 Esteres metilicos da N-acetil-glicina e N-acetil-L-alanina

H 0O AcGliOMe. RMN de 'H (CDCls), 600
| MHz) (deslocamento quimico d em ppm,
5 4 N 5 /1 multiplicidade, constante de acoplamento
3 O J em Hz): H; (3,80; s); Hs (4,05; s); Hs
O (2,08; s); H(N) (5,95; s)

H O AcAlaOMe. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz)

| (deslocamento quimico ¢ em ppm,

2 O/.I multiplicidade, constante de acoplamento
J em Hz): Hy (3,80; s); H; (4,63; m; ); Hy
(1,42; d; 7,20); He (2,08; s); H(N) (6,1; s)

Os ésteres metilicos N-acetilados da glicina e da L-alanina representam
derivados de aminoacidos simples e portanto sdo bons modelos para o
entendimento dos efeitos que governam o equilibrio conformacional de
biomoléculas.

Caso ocorresse a formacao de ligacoes de hidrogénio intramoleculares do
tipo NH~O=C nos derivados n&o acetilados de aminoacidos, seria esperado que a
substituicdo de um grupo amino por um grupo N-acetila diminuisse a estabilizagao
destes sistemas, devido a perda de LHs. Porém, foi demonstrado por Cormanich e
colaboradores’® que, mesmo para sistemas mais simples, como o éster metilico
da L-alanina (ou seja, a forma nao acetilada) a formacédo e atribuicdo de
estabilidade envolvendo LHs é equivocada. Portanto, para elucidar as interacdes
que governam o equilibrio conformacional do AcGliOMe e do AcAlaOMe, foram
realizados calculos tedricos e medidas experimentais de RMN e infravermelho.

Diferente dos demais sistemas estudados neste trabalho, AcGliOMe e
AcAlaOMe nao apresentam hidrogénios diastereotdpicos e assim foram utilizados
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como referéncia os acoplamentos entre o(s) hidrogénio(s) ligado(s) ao carbono a e
o hidrogénio ligado ao nitrogénio (N-acetila).

A Tabela 10 mostra as constantes de acoplamento *Jynn da AcAlaOMe
obtidos em tetracloreto de carbono, cloroférmio e DMSO enquanto que, para o
AcGliOMe, os sinais nao se desdobram e, portanto, os acoplamentos
¥ ainon € 2oy NA0 foram considerados para a andlise conformacional. Em
CCls, um solvente de baixa polaridade, ®Jknn € igual a 7,14 Hz enquanto que em
DMSO, cuja constante de dielétrica € 20 vezes maior que CCl4, 0 valor medido é
praticamente constante (7,02 Hz). Estes resultados mostram que a mudancga do

meio n&o altera o equilibrio conformacional para este sistema.

Tabela 10: Constantes de acoplamento (J, em Hz) e deslocamentos quimicos (6, em ppm)
para o AcAlaOMe dissolvido em CCl,, cloroférmio e DMSO.

Solvente € OHo, SN 3JHmH(N)
CCly 2,2 4,48 5,98 7,14
CDCl; 4.8 4,63 6,10 7,44
DMSO-dg 46,7 4,24 8,20 7,02

*Mistura de CCl,/CgDg (9:1)

Além disso, foram obtidos espectros de IV para ambos os compostos em
CCly e DMSO. A deconvolugédo dos sinais de estiramento vq_o de cada sistema
resultou em duas bandas que correspondem a dois conférmeros, em concordancia
com interpretacdo prévia.®® As fraces molares correspondentes a cada banda
obtida para o AcGliOMe [0,61 (1755,8 cm™) e 0,39 (1745,8 cm™) em CCls e 0,70
(1736,6 cm™) e 0,30 (1752,8 cm™') em DMSO)] e também para o AcAlaOMe [0,71
(1742,8 cm™) e 0,29 (1753,6) em CClse 0,70 (1738,3 cm™) e 0,30 (1748,7 cm™)
em DMSO] mostram que a mudang¢a do meio ndao provoca variagao populacional

significativa nos conformeros de ambos os sistemas.
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Figura 18: Espectro de infravermelho deconvoluido na regido de estiramento da carbonila
C=0 (ester) para AcGliOMe nos solventes a) CCl, e b) DMSO e AcAlaOMe também nos
solventes c) CCl, e d) DMSO.

Por outro lado, a frequéncia de estiramento (vy_y) da ligacdo N-H pode ser
utilizada como sonda para atribuicdo de LH. Quando livre, vy_y apresenta numero
de onda maior que na forma associada (3300 a 3400 cm™)®, como uma
consequéncia do enfraquecimento da ligacdo. Assim, os valores de estiramento
obtidos em 34426 cm' e 3436,7 cm’ para AcGliOMe e AcAlaOMe,
respectivamente, ndo correspondem a formas associadas de N-H (Anexo 5).

Além disso, foram construidas superficies de energia (Anexo 2) a partir da
rotacdo dos angulos diedros ¢ e y. Através das PESs foram obtidos dois minimos
de energia para cada derivado de aminoacido (Figura 19). Em seguida, os
minimos de energia foram otimizados (B3LYP/aug-cc-pVDZ) em fase isolada e

nos solventes (CPCM) tetracloreto de carbono e DMSO. Os resultados foram
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utilizados para calcular os valores das constantes de acoplamento (nivel
B3LYP/aug-cc-pVDZ para atomos de nitrogénio e oxigénio e BSLYP/EPR-III para
atomos hidrogénio e carbono) e das frequéncias de estiramento v._g (Anexo 6).
Assim, os valores de SJHaH(N) calculados (Figura 20) estdo em razoavel
concordancia com os valores experimentais e indicam que mudanga do meio nao
altera de forma significativa o equilibrio conformacional para ambos os sistemas,

enquanto que a populacao relativa “n” calculada apresentou valores muito distintos

dos experimentais (Anexo 6).

48,508, S’.ﬁ*
P

AcGili1 AcGli2
L
L 2 . @ 3
5; ’ ./3‘9 y/ﬁ Vj‘
.2,
2
L2

AcAlai AcAla2

Figura 19: Minimos de energia calculados para AcGliOMe e AcAlaOMe (nivel B3LYP/aug-
cc-pVDZ).
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Figura 20: Constantes de acoplamento versus fragcbes molares calculadas para o
AcAlaOMe em CCl, e DMSO.

Para investigar a formacao de ligacao de hidrogénio intramolecular, foram obtidos
os gréaficos moleculares (Figura 21). Os resultados obtidos ndo revelaram a presenca de
BCP e BP, que sédo condicbes necessarias para a formagdo de LH intramolecular.
Portanto, do ponto de vista QTAIM, a atribuicdo de LH como fonte de estabilizacao da
AcGliOMe e AcAlaOMe é arbitraria. Além disso, estes resultados estdo em concordancia

com aqueles obtidos por meio de IV.

AcGili1

AcAla1 AcAla2
Figura 21: Graficos moleculares obtidos para os minimos de energia do AcGliOMe e
AcAlaOMe.
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Adicionalmente, calculos de delecdo dos orbitais naturais de ligacdo foram
realizados, para avaliar a contribuicdo de fatores classicos e nao classicos
operantes sobre o equilibrio conformacional do AcGliOMe e AcAlaOMe.

Tabela 11: Energia relativa (AErel), Energia de Lewis (AEwis), energia de
hiperconjugagéo (AEn,) (em kcal mol™) e angulos diedros y [N-Ca-C=0] e ¢ [H-N-Ca-
C(O)] para AcGliOMe e AcAlaOMe.

AErel AELewis AEHip. \% (I)
AcGili1 0,00 2,54 5,25 0 0
AcGili2 2,71 0,00 0,00 183 63
AcAlat 0,00 0,00 5,19 11 14
AcAla2 2,35 2,84 0,00 161 28

Conforme a Tabela 11, quando todas as interacées sdo consideradas,
AcGli1 apresenta menor energia. Porém, quando removida a hiperconjugagéo, ou
seja, considerando-se apenas a estrutura perfeita de Lewis, AcGli2 se torna mais
estavel, por uma diferenca de energia maior que 2 kcal mol™. As interagdes de
carater estérico que elevam a Eeis para a AcGli1 derivam das repulsdes entre as
ligacdes oci-cs € onii-u12 € também das interagcdes de LP(2)O, com as ligacdes
ocs-c11 € onii-H12. Mesmo assim, as energias hiperconjugativas ccg.N11—0%*c1-07 €
oc1-c8—0*N11-c13, que operam em AcGli1, tornam este conférmero a forma mais
estavel de AcGIliOMe. O conférmero AcGli2, para minimizar as interacdes
estéricas observadas em AcGli1, sofre rearranjo do angulo ¢, o que resulta numa
menor Epjp. Neste sentido, a hiperconjugagéo é uma intera¢do importante que atua
como fonte de estabilizacao para a AcGliOMe.

Para a AcAlaOMe, em especial para AcAla2, a presenca do grupo metila em
substituicdo a um hidrogénio da cadeia lateral a aumenta Eyis, devido a repulsao
entre o substituinte —CHs e o hidrogénio H(N). Para minimizar a repulsdo entre a
metila e a ligacdo on-n, AcAla2 sofre um desvio no angulo diedro ¢. Por outro lado,
a contribuicdo dos efeitos hiperconjugativos como fonte de estabilizagdo é

praticamente constante para ambos os sistemas. Estes resultados mostram que o
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aumento da cadeia lateral provoca aumento na contribuicdo dos efeitos estéricos
sobre o equilibrio conformacional destes sistemas mais simples que podem
mimetizar o comportamento de depsipetideos. Resultados semelhantes foram

observados para ambos os aminoacidos na forma isolada " "

e também para os
respectivos aminoésteres nio acetilados. "

Portanto, LH nado representam forcas determinantes no equilibrio
conformacional da AcGliOMe e AcAlaOMe, uma vez que a analise das frequiéncias
de estiramento vy_y de ambos os sistemas mostraram nimeros de onda distantes
do esperado para formas associadas de N-H. Estes resultados foram
corroborados com calculos teéricos. Em especial, a andlise topologica de ambos
os sistemas nao revelou BCPs e RCPs, que representam condi¢cdo necessaria
para estabelecimento de LH, do ponto de vista QTAIM. Em contrapartida, baseado
na analise NBO, foi demonstrado que efeitos de origem hiperconjugativa sao
determinantes para AcGliOMe enquanto o aumento da cadeia é acompanhado
pelo aumento da contribuicdo de efeitos de origem estérica, como observado para
AcAlaOMe. Uma vez que os efeitos estereoeletrdnicos sao determinantes para o
equilibrio conformacional de compostos modelos mais simples, € possivel também
que sejam operantes sobre derivados de aminoacidos N-acetilados mais
complexos. Para realizar esta analise, outros sistemas foram estudados, conforme

demonstrado mais adiante.
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4.4 Ester metilico do N-acetil-L-triptofano

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), (deslocamento quimico & em ppm,

multiplicidade, constante de acoplamento J em Hertz): Hy (3,70; s); Hs (4,49;
m), Hs (3,02; dd; 8,40 e 14,52); Hy (3,13; dd; 5,70 e 14,52); H,(7,48; d, 7,80);
Hg (6,98; m); Hg (7,05-7,08; m); Hio (7,34; d; 8,10); Hi2 (10,87; s); Hi3 (7,15, d,
2,34); Hi4 (8,31;d;7,57); His (1,81; s).

Para avaliar o equilibrio conformacional do éster metilico do N-acetil-L-
triptofano (AcTrpOMe), foram obtidos espectros de RMN de 'H em vérios
solventes conforme a Tabela 12.

Tabela 12: Constantes de acoplamento (J, em Hz) e deslocamentos quimicos (3, em ppm)
para o AcTrpOMe em varios solventes.

Solvente € S Shp1 Svp *otip1 *Jatipa
CDCl; 4,8 4,96 3,30 3,35 5,10 5,46
CD,Cl, 8,9 4,87 3,26 3,31 5,46 5,52
Piridina-ds 12,4 5,44 3,53 3,64 7,20 5,93
Acetona-d;s 20,7 4,76 3,16 3,26 7,26 5,70
Metanol —d; 32,7 4,71 3,14 3,27 7.81 5,81

DMSO-d; 46,7 4,48 3,02 3,13 8,40 5,72
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Em solventes apréticos e de baixa polaridade, como cloroférmio e
diclorometano, os valores de acoplamentos entre os hidrogénios o e séo
equivalentes. Por outro lado, devido ao aumento da constante dielétrica do meio,
0s acoplamentos 3kaxHBl e SJHaHﬁz comecam a diferenciarem (piridina, acetona e
metanol), até que em DMSO (e= 46,7) assumem valores muito distintos. Este
comportamento é muito interessante, uma vez que a forma nao acetilada
(TrpOMe) nao é sensivel a mudanca de solvente. Portanto, a presenca do grupo
N-acetila é de grande importancia para o equilibrio conformacional do AcTrpOMe.

Para explicar a variacao de 3JHaHB com a mudanc¢a do meio, duas hipbteses
podem ser consideradas. A primeira € que, em solventes de baixa polaridade, os
arranjos “a” e “c” estariam em proporgdes equivalentes, justificando assim os
valores semelhantes de ®Uhqup1 € *Jhanp: €nquanto que em ambientes de constante
dielétrica € maior, o deslocamento do equilibrio conformacional deve favorecer um
destes arranjos. A outra hipétese € que em meio apolar, o isomerismo
conformacional é governado pelo arranjo “b” enquanto que o aumento da
polaridade do meio favorece a forma “a” ou “c” (Figura 22). Neste sentido, para
compreender a variagdo conformacional com a mudanca do solvente, céalculos

teéricos foram realizados.

blp1 Hig2
Acl OOCHS Acl OOCH3
Hpz ! s
|\ Ha Ho NH
N
H
a) b) c)

Figura 22: Proje¢des de Newman para trés rotdmeros do AcTrpOMe.

A partir dos minimos de energia obtidos para o AcAlaOMe, foram construidas
PESs para o AcTrpOMe, através da troca de um hidrogénio da cadeia lateral (-
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CHa3) pelo anel indolila. As PESs assim obtidas resultaram em 8 conférmeros
(Anexo 2) que foram otimizados (B3LYP/aug-cc-pVDZ) em fase isolada e também
nos solventes (modelo de solvatagdo CPCM) cloroférmio, diclorometano, piridina,
acetona e DMSO. Para as geometrias resultantes da otimizacao nos respectivos
solventes, foram calculados os valores das constantes de acoplamento ®naup: €
SJHQHBZ. A contribuicdo de cada conférmero para os valores experimentais de
SJHocHB € dada pelo produto entre os valores calculados referente a cada
conférmero versus a respectiva fracao molar obtida em um determinado solvente
(Figura 23).
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Figura 23: Valores calculados da populagédo relativa (n) de cada conférmero versus
acoplamentos a) 3JHaHﬁle b) SJHaHﬁz e populacao relativa do AcTrp-OMe.

Conforme a Figura 23, os conférmeros AcTrp1 e AcTrp3, que correspondem
ao arranjo “b” da cadeia lateral (veja Figura 22) diminuem suas respectivas
contribuicées populacionais com o aumento da polaridade do solvente enquanto

que AcTrp6 apresenta fracdo molar muito baixa em todos os solventes analisados
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e AcTrp7 praticamente ndo sofre mudanca de “n” e portanto ndo contribuem para
as mudancas dos valores experimentais observados de 3JH0LHB. Finalmente
AcTrp8, que corresponde ao arranjo conformacional “a”, é o conférmero que mais
sofre variagdo populacional, com aumento de “n” maior que 25% (do cloroférmio
para DMSQO). Os demais conf6rmeros, embora também demonstrem variacao
populacional, apresentam papel secundario nas mudancas dos valores
experimentais observados de *Jnaup. Estes resultados corroboram com a segunda
hipétese, ou seja, a mudangca do meio induz ao deslocamento do equilibrio
conformacional da forma “b”, em que °Jnanpi € Juanp SE0 equivalentes, para “c”
em que os respectivos acoplamentos assumem valores muito distintos.

Além disso, foram obtidos também os espectros de infravermelho para o
AcTrpOMe. A Figura 24 mostra a regido de estiramento da carbonila (ester) nos
solventes diclorometano e acetonitrila. Em ambiente menos polar, uma banda
mais intensa (v c-o =1743,4 cm™), que corresponde aos conféormeros AcTrpi-
AcTrp5, predomina sobre uma segunda banda de menor intensidade (Vv ¢—g =
1727,7 cm’™) que corresponde AcTrp8. Por outro lado, 0 aumento da polaridade
do meio induz a um decréscimo na fracdo molar de AcTri1-AcTrp5 e
consequentemente um aumento na fragdo molar de AcTrp8. Por outro lado, o
conformero AcTrp6 apresenta reduzida fragdo molar em todos os solventes
utiizados enquanto que AcTrp7 nao é sensivel a mudanga do meio. Estes
resultados sdo congruentes com os valores experimentais e calculados de
constante de acoplamento e de populagao relativa (Anexo 6), ou seja, mostram
que a mudancga do meio tém efeito critico sobre o equilibrio conformacional de
AcTrpOMe.
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Figura 24: Espectro de infravermelho deconvoluido na regido de estiramento da carbonila
(ester) para o AcTrpOMe dissolvido em a) diclorometano e b) acetonitrila.
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Para avaliar a formagdo de LH intramolecular, foram obtidos os graficos
moleculares (Anexo 4) e demais parametros (Tabela 13) para os 8 minimos de
energia do AcTrpOMe. Os conférmeros AcTrp3, AcTrp7 e AcTrp8 néao
apresentam pontos criticos (BCP) e trajetérias de ligagcdo (BP) enquanto que
AcTrp1, Actrp4 e AcTrp5 apresentam V2Zpgcp menor que 0,024 e portanto nao
atendem a todos os critérios de Popelier. Neste sentido, do ponto de vista QTAIM,
apenas os minimos AcTrp2 e AcTrp6 apresentam LH intramoleculares estaveis.
Porém, assim como observado para a forma ndo acetilada, estas geometrias
apresentam associagdes envolvendo oxigénio (N-acetila) e um hidrogénio da
cadeia lateral (anel indolila), que sdo consideradas fracas e ndo usuais.?® Desta
forma, LHs ndo sdo interacdes determinantes no equilibrio conformacional de
AcTrpOMe.
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Tabela 13: Densidade eletrnica (pscp) € seu Laplaciano (VZp) no BCP e
propriedades atdbmicas integradas em unidades atémicas (u.a).

H Poc (H)  V2pyp(H) g (H) EMH)  M;(H) V(H)
AcTrp1 H(30) 0,006 +0,019 -0,006 -0,616 0,122 49,25
AcTrp2 H(27) 0,013  +0,0387 +0,092 -0,577 0,109 40,23

1) J S — +0,022 -0,606 0,135 48,04
AcTrp3 H(27) -omm oo +0,027 -0,600 0,127 50,07
T 10) J S ——— +0,009 -0,611 0,120 50,18

AcTrp4 H(30) 0,004 +0,016  +0,035 -0,600 0,113 47,88
AcTrp5 H(5) 0,003 +0,009 +0,032 -0,602 0,131 48,86
AcTrp6 H(27) 0,008 +0,028  +0,044 -0,598 0,116 44,62

Para avaliar a contribuicdo dos efeitos estereoeletronicos para o AcTrpOMe,
a analise NBO foi empregada (Tabela 14). Uma vez que o AcTrpOMe representa
um sistema relativamente complexo, com diversos pares de elétrons livres (N e
0O), a andlise das interacoes hiperconjugativas torna-se extensa. Mesmo assim, os
resultados da Tabela 13 mostram que o equilibrio entre as intera¢cdes de origem
estérica e hiperconjugativa prevalece sobre todos os minimos de energia obtidos
para o AcTrpOMe. Por exemplo, AcTrp1-AcTrp3 sao os conférmeros que
apresentam maior repulsdo estérica. Mesmo assim, apresentam alta estabilidade
em funcao da elevada energia de hiperconjugacgao. Por outro lado, para AcTrp7 e
AcTrp8 apresentam as menores Eiewis. Todavia, estes conférmeros sdo pouco
estabilizados por efeitos hiperconjugativos e assim representam os minimos de
energia menos estaveis, quando analisados na forma isolada. Esta analise, que
leva em conta o equilibrio entre os efeitos estereoeletrénicos também se estende

as demais geometrias.
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Tabela 14: Energia relativa (AE,), Energia de Lewis (AEwis) € energia de
hiperconjugagéo (AEy;,) (em kcal mol™) e angulos diedros (%) %, [N-C,-Cp-Cy] e %[C,-Cp-
Cy-C;,] obtidos para o AcTrpOMe (B3LYP/aug-cc-pVDZ).

AcTrp1 AcTrp2 AcTrp3 AcTrp4 AcTrp5 AcTrp6 AcTrp7 AcTrp8

AE,, 0,00 0,07 0,18 0,26 0,31 1,21 1,42 1,44
AEwis 12,19 12,15 12,82 5,66 9,26 8,79 5,22 0,00
AEn, 13,63 13,52 14,07 6,85 10,39 9,02 5,25 0,00
%1 64 392 60 195 185 64 304 293
%2 277 349 90 249 86 5 280 99

Neste sentido, os resultados das analises NBO e QTAIM séo congruentes e
mostram que LHs ndo s&o importantes para o equilibrio conformacional do
AcTrpOMe, uma vez que as interagbes que foram identificadas sao
reconhecidamente fracas e estdo presentes em conférmeros relativamente
instaveis. Em contrapartida, foi demonstrado que o balangco entre efeitos de
origem estérica e de hiperconjugacdo sao determinantes para o equilibrio

conformacional do sistema supracitado.
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4.4 Ester metilico da N-acetil-L-serina

HO O

° HN‘;‘\H/8
O

Ac-Ser-OMe. RMN de 'H (CD2Cl,, 600 MHz) (deslocamento quimico 6 em
ppm, multiplicidade, constante de acoplamento J em Hz): Hy (3,75; s); Hs
(4,59; m) Hys (3,93; dd; 3,49 e 11,15); H4 (3,85; dd; 2,77 e 11,15); Hs (3,17;s);
Hs (s; 6,66); Hs (s; 2,02).

Foram obtidos os espectros de RMN de 'H da Ac-Ser-OMe nos solventes de
natureza apolar (diclorometano-db), polar aprético (piridina-ds, acetonitrila e
DMSO) e prético polar (D20) para o AcSerOMe.

H|3] HBZ H
AcH OOMe AcH OOMe AcH OOMe
B2 H H B1 B1 p2
He Ha He
a) b) c)

Figura 25: Projec6es de Newman para os arranjos a), b) e c).

A Figura 25 representa trés arranjos possiveis da cadeia lateral do Ac-Ser-

OMe. Nos arranjos “a” e “b”, um dos hidrogénios diastereotopicos (Hg ou Hy,)

ocupa posicao anti em relagdo ao Ho e 0 outro ocupa gauche (e vice-versa). No

arranjo “c” ambos os hidrogénios diastereotdpicos estdo em posi¢cdo gauche em

relacdo a Ho. Uma vez que ®Ja. € maior que 3Jgauche, o comportamento destas
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constantes de acoplamento pode ser utilizado para compreender o equilibrio
conformacional da AcSerOMe. Conforme a Tabela 15, o crescimento progressivo
da polaridade do meio aumenta os valores de 3JHQHB1 e 3JHocH[32 em proporcoes
quase equivalentes o que indica o deslocamento do equilibrio conformacional para

os arranjos “a” e “b”.

Tabela 15: Valores de constante dielétrica ¢, constantes de acoplamento (*Jyu, em Hz) e
deslocamentos quimicos (3, em ppm).

Solvente g S, 8 g1 8 1 % Jnap1 *J Hatp2
CD,Cl, 8,9 4,59 3,85 3,93 2,77 3,42
Piridina-ds 12,4 5,23 4,26 4,38 4,08 4,44
D,O 78,5 4,57 3,89 3,97 4,10 4,98

* Em DMSO-ds e CD3CN os sinais de H, e Hg ndo se desdobram.

Além de SJHH‘ a banda de estiramento da carbonila do grupo éster foi
utilizada para avaliar o equilibrio conformacional do Ac-Ser-OMe (Figura 26). Em
diclorometano, a deconvolucédo resultou em duas bandas: uma dominante com
fracdo molar 0,92 (v ¢_o =1745,5 cm™') e outra de menor intensidade, com fragao
molar 0,08 (v o =1728,9 cm™). A mudanca do meio (a partir de diclorometano
para acetonitrila) induz ao decréscimo na fragdo molar na banda com maior
nimero de onda (0,61 para v ¢_o =1750,4 cm™") que deve ser formada a partir das
contribuicbes populacionais de arranjos "c" (Figura 25). Em contrapartida, o
aumento da polaridade do meio promove o aumento populacional da banda de
menor numero de onda que ocorre em ambos os solventes (0,39 para
oo =1739,9 cm”) e que representa conférmeros com arranjos "a" e "b".
Portanto, em concordancia com as medidas experimentais de RMN, os resultados
obtidos a partir de espectroscopia no infravermelho mostram que a mudancga do
meio induz a variagao populacional entre os conférmeros do AcSerOMe.
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Figura 26: Deconvolugcdo do espectro de infravermelho na regido de estiramento da
carbonila do Ac-Ser-OMe em a) diclorometano e b) acetonitrila.

Assim, célculos tedricos foram realizados para compreender e justificar os
resultados experimentais. Para obtencdo dos minimos de energia dos ésteres
metilicos N-acetilados, foram utilizados como ponto de partida, os conférmeros
mais estaveis do éster metilico da N-acetil-L-alanina (Ac-Ala-OMe). As SEPs
construidas (B3LYP/cc-pVDZ) foram obtidas a partir da substituicdo de um
hidrogénio da cadeia lateral (metila) de cada um dos dois minimos de energia
obtidos da Ac-Ala-OMe pela respectiva cadeia lateral da serina (-CH»-OH). A
rotagdo simultdnea dos angulos diedros y; (O-C4-C,-N) e y» (H-O-Cy-C,) deu
origem a dezessete minimos de energia, que foram otimizados em fase isolada
(nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ) e também considerando o efeito dos solventes
(modelo de solvatagcdo CPCM): diclorometano, DMSO e agua. Porém, devido a
energia relativa obtida para cada minimo, apenas nove destas geometrias foram
utilizadas para os demais célculos (Anexo 3). Em seguida, foram calculados os
valores de SUnunpi € 2Uhorpz (B3LYP/aug-cc-pVDZ para atomos de nitrogénio e
oxigénio e B3LYP/EPR-IIl para atomos de hidrogénio e carbono). A Figura 27
apresenta os valores das fragbes molares correspondentes a cada conférmero

versus a) *Juanpi € b) *harpa-
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Figura 27: Frag&o molar (n) versus a) *Juqp € b)°Juarp calculadas (B3LYP/aug-cc-pVDZ)
para AcSerOMe.

Os conférmeros AcSer8 e AcSer5, que correspondem aos arranjos “a” e “b”
respectivamente, (veja Figura 25) apresentam maiores variagdes populacionais
(Figura 27a), enquanto que os demais conférmeros apresentam contribuicao
secundaria. Neste sentido, os valores calculados de 3JHaHﬁ nao apenas estao em
concordancia com as medidas experimentais de RMN e infravermelho (Anexo
6),como também sdo determinantes para identificacdo dos minimos de energia
que mais contribuem para a variacao populacional observada para o AcSerOMe.

Para avaliar a contribuicdo de LHs para o equilibrio conformacional da Ac-
Ser-OMe, a metodologia QTAIM foi empregada. Os conférmeros AcSer1, AcSer3,
AcSer5, AcSer8 e AcSer9 apresentam BPs e BCPs relativos a formacao de LH
(Anexo 4). Sendo assim, de acordo com a analise QTAIM, estes minimos de
energia apresentam topologia compativel com a formacdo de LH. Assim, para
verificar os demais critérios de Popelier, foram obtidos os parametros pgcp, V2p, q,
M; e V, conforme a Tabela 16. O conférmero AcSer2 nao apresenta BPs e BCPs
compativeis com LH e foi utilizado apenas como referéncia para avaliacdo dos
critérios de Popelier.
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Tabela 16: Densidade eletrénica (pscp) € seu laplaciano (VZp) no BCP de LH e
propriedades atbmicas integradas em u.a.

Parametro
Conférmero H pecp (H)  V2pgcp (H) q(H) E(H) M;(H) V(H)
AcSer1 H(11) 0,021 +0,087 +0,467 -0,416 0,175 24,92
H(22) 0,033 +0,112 +0,622 -0,335 0,139 13,98
AcSer2 H(11) - - +0,463 -0,417 0,178 25,65
H(22) ---- - +0,577 -0,360 0,179 23,22

AcSer3 H(22) 0,019 +0,056 +0,601 -0,346 0,156 18,43

AcSer5 H(11) 0,021 +0,087 +0,460 -0,423 0,175 24,83
H(22) 0,033 +0,112 +0,621 -0,335 0,131 13,98

AcSer8 H(22) 0,023 +0,068 +0,605 -0,345 0,152 17,46

AcSer9 H(22) 0,024 +0,073 +0,613 -0,338 0,144 15,93

A analise da Tabela 16 mostra que todos os conférmeros com BCP e BP
referentes a LH intramolecular atendem aos demais parametros de Popelier
(AcSer1 forma apenas a LH O-H~O=C e AcSer5 forma apenas a LH O-H~0O=C) e
portanto apresentam LHs intramoleculares estaveis, do ponto de vista da QTAIM.
Estes resultados sdo muito interessantes, quando comparados com a forma nao
acetilada (isto é, SerOMe), que apresenta LH de hidrogénio para apenas um
conférmero relativamente instavel. A formagédo de um maior nimero de LH para o
AcSerOMe deve ocorrer devido a troca de um hidrogénio (NH>) por grupo acetila
possibilitar a formacéao de anéis de 7 membros (AcSer1; AcSer5 e AcSer9) mais
estaveis, muito embora tenham sido identificados conférmeros com anéis
formados por seis atomos (AcSer3, AcSer5 e AcSer8). Porém, a atribuicdo de
LHs como unica fonte de estabilidade destes sistemas ndo explicaria porque
conférmeros que apresentam a mesma interacdo intramolecular (como por
exemplo AcSer1 e AcSer9 ou AcSer3 e AcSer8) apresentam energias relativas
(Erel) ta0 distintas. Além disso, AcSer2 nao é estabilizado por LH e ainda assim é
o segundo conférmero de maior estabilidade quando comparado com os demais

minimos de energia.
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Neste sentido, para avaliar a importancia dos efeitos estereoeletronicos, a
analise NBO foi empregada (Tabela 17). As maiores variagdes de energia de
Lewis e de hiperconjugacdo sao correspondentes a AcSer1, AcSer5 e AcSer9.
Nestes conf6rmeros, a repulsdo entre o par de elétrons néo ligantes do oxigénio
[LP(2)O13] e a ligagdo oo.n (Anexo 3) aumenta a AE ewis, Sendo esta a principal
fonte de instabilidade para estes sistemas. Porém, AcSer1 € o conférmero que
apresenta menor energia relativa quando todas as interagées sao computadas. A
maior estabilidade de Acser1 é devida a maior AEn, (24,35 kcal mol™) e formacao
de LH, conforme demonstrado através da anélise QTAIM. Por outro lado, embora
AcSer2 néo apresenta LH, este conférmero é o que menos sofre efeitos estéricos,
conforme AE .uwis, SeNdo esta sua principal fonte de estabilizacdo. Os conférmeros
AcSer3, AcSer5, AcSer8 e AcSer9 mesmo estabilizados por LHs apresentam
energias de hiperconjugacdo inferiores as contribuicdbes de origem estérica.
Finalmente, AcSer6 e AcSer7 apresentam reduzida AEn, e ndo forma LH e
portanto sdo relativamente instaveis. Além disso, a comparagao dos valores dos
angulos diedros calculados (o;w;x1€ x2) para o AcSerOMe com aqueles obtidos
para a forma nao acetilada (ou seja, SerOMe, Tabela 6), mostra que a troca de um
hidrogénio por um grupo acetila apresenta efeito critico para o equilibrio

conformacional.

Tabela 17: Relagdo das energias (em kcal mol™) relativa (AE), de Lewis (AE_cwis) € de
hiperconjugacao (AE.) € angulos diedros (°) dos conférmeros da Ac-Ser-OMe.

<|> ) X1 A2 Erel ELewis Ehip.
AcSer1 3 353 175 48 0,00 22,55 24,35
AcSer2 7 356 64 294 1,43 0,00 0,37
AcSer3 79 257 56 66 2,24 1,97 1,53
AcSer4 19 275 68 188 2,45 2,94 2,29
AcSer5 2 174 274 48 2,96 19,34 18,18
AcSer6 24 330 183 69 3,25 2,64 1,19
AcSer7 75 181 57 174 3,40 1,60 0,00
AcSer8 52 204 193 303 3,67 6,43 4,56
AcSer9 23 165 309 336 3,71 11,19 9,28
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Portanto, a formacao de ligacbes de hidrogénio em diversos conférmeros,
como demonstrado através de QTAIM, ndo apresenta relagcbes claras com a
ordem de estabilidade apresentada. Em contrapartida, através da andlise NBO, foi
demonstrado que efeitos de origem estérica e hiperconjugativa sdo determinantes
para o equilibrio conformacional do AcSerOMe e ndo devem ser ignorados.
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4.5 Ester metilico da N-acetil-L-treonina

5
CHz O
6 41, _
HO 2 0
HN 8
7{9
O

Ac-Thr-OMe. RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) (deslocamento quimico §em
ppm, multiplicidade, constante de acoplamento J em Hz): H; (3,62; s); Hs
(4,27; dd; 3,61 e 8,46) H4 (4,08; m); Hs (1,05; d; 6,36); Hs (s; 3,32); H; (7,97;
d; 8,46); Ho (1,91; s).

A Figura 28 apresenta as projecoes de Newman correspondentes a trés
arranjos possiveis da cadeia lateral da Ac-Thr-OMe. A relacdo anti entre os
hidrogénios a e p na projecao "a" corresponde a valores de 3JH(,HB maiores que 0s
esperados nos arranjos gauche observados em "b" e "c". Assim, um aumento em
3JH(,HB observado, induzido pela mudangca do solvente, corresponde ao
deslocamento do equilibrio conformacional para o arranjo "a" enquanto uma

reducéo no valor deste acoplamento indica o favorecimento das conformacgdes de

"b" e "C" .
HB H e
AcH OOMe AcH OOMe AcH OOMe
H e M B B H
B H, M
a) b) c)

Figura 28: Representacao das proje¢cdes de Newman para o Ac-Thr-OMe.
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Neste sentido, foram obtidos os espectros de RMN de 'H da Ac-Thr-OMe nos
solventes: cloroférmio, piridina, acetona, acetonitrila, DMSO e D,O (Tabela 18). A
mudanca do meio provoca um ligeiro deslocamento no equilibrio conformacional
para o0 arranjo "a", uma vez que os valores de 3JHQHB observados aumentam
progressivamente com a polaridade do solvente, conforme o valor da constante
dielétrica ¢, até que o sinal do hidrogénio a ndo mais se desdobre (D,0). Portanto,
diferentemente do Thr-OMe, em que nao foram observadas variacoes
populacionais com a mudanca do meio, o equilibrio conformacional da Ac-Thr-
OMe ¢é sensivel a mudanca do solvente e esta caracteristica € devido a

substituicdo de um hidrogénio (NH>) pelo N-acetila.

Tabela 18: Constante dielétrica e, constantes de acoplamento (PJiy, em Hz) e
deslocamentos quimicos (5, em ppm) para o Ac-Thr-OMe.

Solvente € d, g OHN) ) HoHP
Cloroférmio-d 4.8 4,60 4,35 6,43 2,52
Piridina-ds 12,4 5,15 4,75 8,83 2,99
Acetona-d; 20,7 4,45 4,28 7,11 3,00
Acetonitrila-d; 37,5 4,37 4,20 3,02
DMSO-a; 46,7 4,27 4,08 7,97 3,60
D.O 78,5 4,51 4,38

Além disso, para analisar o comportamento do Ac-Thr-OMe em solugéo,
também foram obtidos os espectros de infravermelho em diclorometano e
acetonitrila. A Figura 29 mostra a regiao de estiramento da carbonila (éster

metilico) em ambos os solventes.
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Figura 29: Regido de estiramento da carbonila (ester) da Ac-Thr-OMe em a)
diclorometano e b) acetonitrila.

Absorbancia

Em diclorometano, foram observadas duas bandas com fragcdes molares de
0,48 (17476 cm™) e 0,52 (1736,0 cm”) enquanto que em acetonitrila as
populagdes relativas observadas foram 0,56 (1750,5 cm™) e 0,44 (1739,4 cm™).
Novamente, devido a mudanca do meio, ocorre um decréscimo na fracado molar
representada pela banda de maior numero de onda, que neste caso deve
corresponder aos conférmeros com arranjos "b" e "c". Por outro lado, observa-se
um aumento populacional correspondente as bandas de menores numeros de
onda em ambos 0s solventes, as quais sao referentes ao arranjo "a" (veja Figura
28), em concordancia com os resultados observados por meio de RMN. Portanto o
aumento da polaridade do meio induz ao deslocamento do equilibrio
conformacional para o arranjo anti da cadeia lateral em relagdo a cadeia principal
do AcThrOMe. Mais importante, estes resultados em conjunto com os demais
reportados, mostram que a adicao de um grupo acetila a aminoésteres de cadeias
maiores (AcGliOMe e AcAlaOMe nao apresentaram mudangas populacionais
significativas) tém efeito critico sobre o equilibrio conformacional dos derivados de
aminoacidos estudados. Para analisar e compreender o0s resultados
experimentais, calculos tedricos foram realizados.

Foram construidas SEP 3D, a partir dos dois minimos de energia obtidos
para o Ac-Ala-OMe. Para tanto, um hidrogénio da cadeia lateral (-CH3) deste
sistema, foi substituido pela respectiva cadeia lateral da treonina para formar a Ac-
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Thr-OMe. As SEPs (Anexo 2) foram obtidas a partir da rotagdo dos angulos
diedros y; [H-O-Cg-C,] € %2 [0O-Cp-C4-N] em nivel BSLYP/cc-pVDZ. Em seguida, os
minimos de energia foram otimizados em nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ.

Além disso, os 9 conférmeros resultantes foram otimizados utilizando o
modelo de solvatacdo CPCM em cloroférmio e DMSO. Para as geometrias
otimizadas nestes solventes, foram calculados também os valores de acoplamento
SJHaHB (B3LYP/aug-cc-pVDZ para atomos de nitrogénio e oxigénio e BSLYP/EPR-
lll para a&tomos de hidrogénio e carbono). A Figura 30 apresenta os valores das
fracoes molares correspondentes a cada conformero multiplicada pelo respectivo

acoplamento ®Jiqpp.

1,6

1,4 - T
12 - u cloroférmio
T = DMSO
I

Figura 30: Populagdo relativa versus SJHaHﬁ calculados para os conférmeros do
AcThrOMe.

AcThr2 e AcThr3, que correspondem a proje¢cao de Newman “b” (Figura 28)
apresentam redug@o nos valores de n 4 *Juus €nquanto em AcThr7 e AcThr9
(referentes a projecdo de Newman "a") observa-se o0 inverso, ou seja, N x >dugg
aumentam com a mudanca do meio. Outros conférmeros apresentam variacao
populacional em conjunto com SJHocHﬁJ porém nao estdo em concordancia com o0s

valores experimentais observados. Portanto, os valores calculados ndo apenas
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corroboram com os valores experimentais como também predizem quais
conférmeros sao responsaveis pela variagao populacional observada.

Para avaliar a formacao de LHs foram obtidos os graficos moleculares para
todos os conférmeros do Ac-Thr-OMe (Anexo 4). Entre os 9 minimos de energia
calculados, AcThr1, AcThr2, AcThr7, AcThr8 e AcThr9 apresentam BP e BCP
caracteristicos de LH. Novamente, para avaliar a formacédo de LHs, foram obtidos
os parametros densidade eletrénica (pscp) € seu laplaciano (vV2p) bem como carga
g, a energia E, o primeiro momento de dipolo M; e o volume V (Tabela 19). O
conférmero AcThr3 que nao participa de LH foi utilizado como referéncia.

A andlise da Tabela 19 mostra que todos os cinco conférmeros que
apresentam BCPs e BPs atendem aos critérios de Popelier (exceto para uma das
LH n&o usual envolvendo a metila da cadeia lateral de AcThr9). Além disso,
nenhum dos graficos moleculares apresenta pontos de catastrofe, que resultam da
juncao entre os pontos criticos de ligacao e de anel. Sendo assim, do ponto de
vista QTAIM, todos os cinco conférmeros apresentam ligacées de hidrogénio

estaveis.

Tabela 19: Densidade eletrdnica (pscp) € seu laplaciano (V2p) no BCP de LH e
propriedades atbmicas integradas em u.a.
Parametro

H  peer (H) V2oeee (H) q(H) E(H) M:(H) V(H)

AcThr1 H(21) 0,034 +0,114 +0,621 -0,336 0,129 13,69

AcThr2 H(21) 0,022 +0,066 +0,603 -0,346 0,152 17,59

AcThr3 H(21) +0,570 -0,362 0,183 23,85
H(23) -0,028 -0,620 0,130 50,24

AcThr7 H(21) 0,032 +0,109 +0,619 -0,337 0,131 13,82
AcThrg H(21) 0,022 +0,064 +0,600 -0,347 0,153 17,72

AcThr9 H(21) 0,021 +0,062 +0,605 -0,344 0,152 17,37
H(23) 0,008 +0,031 -0,013 -0,616 0,125 48,31
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Para avaliar as contribuicbes de origem eletrostatica e hiperconjugativa,
célculos de delecéo dos orbitais naturais de ligacao foram realizados. Além disso,
foram calculados os valores dos angulos diedros v; ¢; x, € %, (Tabela 20) e os

resultados foram comparados aos parametros equivalentes observados para o
AcSerOMe, da mesma forma como realizado para as formas néo acetiladas dos
derivados da serina e treonina.

A substituicdo de um hidrogénio da cadeia lateral (serina) por um grupo
metila (treonina) pode induzir a mudangas significativas no equilibrio
conformacional de ambos os sistemas, devido ao incremento de efeitos estéricos.
Contudo, assim como observado para as formas ndo acetiladas (ou seja, SerOMe
e ThrOMe), os valores de angulos diedros calculados para os conférmeros do
AcThrOMe estdao muito préximos daqueles observados para o AcSerOMe
(compare geometrias dos conférmeros de ambos os sistemas, Anexo 3). Estes
resultados mostram que adicao do grupo metila ndo surte efeito significativo sobre
o equilibrio conformacional de ambas as formas acetiladas, mas, sobretudo
apontam que os efeitos que governam o equilibrio conformacional do AcThrOMe

devem ser os mesmos que sao operantes sobre o AcSerOMe.

Tabela 20: Relagdo das energias (em kcal mol™) relativa (AE,), de Lewis (AE_cwis) € de
hiperconjugacéo (AEier) € &ngulos diedros (°) dos conférmeros da Ac-Thr-OMe.
AcThr1 AcThr2 AcThr3 AcThrd AcThr5 AcThr6 AcThr7 AcThr8 AcThr9

@ 15 78 18 35 71 18 20 329 32

v 332 270 353 353 181 339 142 185 147
el 276 54 64 66 56 196 278 194 317
Y2 318 60 288 185 175 66 37 310 322

AErel 0,00 0,43 054 1,07 1,72 2,03 2,35 2,59 2,77
AELewis 19,98 1,88 0,00 1,78 1,40 3,12 14,60 6,17 6,21
AEnp. 20,51 1,98 0,00 1,25 0,22 1,62 12,79 411 3,98
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Conforme a Tabela 20, AcThr1, AcThr7 e AcThr9 apresentam as maiores
AE | ewis, que resultam principalmente das repulsdes estéricas entre [LP(2)O13] e a
ligagéo oo.n. Porém AcThr1 apresenta a maior energia hiperconjugativa (AEniper. =
20,51 kcal mol™). Portanto, hiperconjugacdo e também LH, sdo as interacdes
operantes sobre o equilibrio conformacional deste sistema. AcThr2, além de LH,
possui energia de hiperconjugagao relativamente maior que a contribuicao de
origem estérica apresentando assim comportamento semelhante a AcThr1. Por
outro lado, AcThr3 ndo apresenta LH intramolecular, conforme demonstrado
através da QTAIM, mas sobretudo corresponde a geometria que menos sofre
repulsdo estérica (AE_ewis =0), sendo esta a razdo de sua estabilidade. Este
comportamento esta em desacordo com diversas propostas da literatura que
mostram que LHs s&o as forgcas operantes sobre todos os minimos de energia de
aminoacidos e derivados.

Os conférmeros AcThr4, AcThr5 e AcThr6 ndao formam LHs enquanto
nestas geometrias efeitos estéricos comecam a predominar sobre efeitos
hiperconjugativos. Por ultimo, os minimos de energia AcThr7, AcThr8 e AcThr9,
que formam LHs, correspondem as geometrias com maiores variagdes de energia
relativa. Esta aparente contradicdo pode ser explicada pela maior predominancia
dos efeitos estéricos, que sao fonte de instabilidade, sobre efeitos
hiperconjugativos, que conferem a um sistema menor energia.

Portanto, a formacéo de ligagdes de hidrogénio, como demonstrado através
da QTAIM, nao mostra relagdes claras com a ordem de estabilidade apresentada
pelos conférmeros do AcThrOMe e assim ndo devem ser invocadas como
interacdes determinantes e exclusivas que operam sobre o equilibrio
conformacional. Em contrapartida, através da analise NBO, foi demonstrado que
efeitos estereoeletrénicos sédo contribuicdes importantes capaz de racionalizar o
equilibrio conformacional deste sistema.
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5.Conclusao

Os resultados reportados neste trabalho mostraram que aminoésteres
acetilados e nao acetilados s&o bons modelos para estudos de biomoléculas,
principalmente em solucdo, em que as diversas reag¢des bioquimicas ocorrem,
uma vez que possuem elevada solubilidade e nao apresentam formas
zwitteribnicas, como observado para aminodacidos.

Através de espectroscopias no infravermelho e de RMN de 'H, foi
demonstrado que o equilibrio conformacional de ésteres metilicos ndo acetilados
independe da mudanca do meio uma vez que as constantes de acoplamento
observadas, bem como as fracbes molares, obtidas pela deconvolugédo analitica
da banda de estiramento da carbonila (éster), ndo apresentaram alteracdes
significativas com a mudanc¢a do meio. Em contrapartida, os resultados obtidos
para os derivados de aminoacidos N-acetilados, em especial de cadeias maiores,
mostraram que a presenca do grupo N-acetila afeta sistematicamente o equilibrio
conformacional dos aminoésteres, quando sujeitos a ambientes de polaridades
distintas. A compreensao do comportamento destes sistemas-modelo em solugéo
é de grande importancia para racionalizar interagdes inter e intramoleculares de
biomoléculas de cadeias maiores, quando sujeitas a ambientes de polaridades
variaveis, como por exemplo, no interior de uma membrana, em que um sistema
pode experimentar diversas zonas de polaridade. Além disso, os resultados
calculados estdo em razoavel concorddncia com as medidas experimentais e
determinantes para predizer o comportamento dos derivados de aminoacidos em
fase isolada e também em solucéo.

Mais importante, o estudo dos compostos supracitados mostrou que o
entendimento das interacoes que regem o equilibrio conformacional de cada
sistema € complexo. Diferentemente do reportado por diversos trabalhos na
literatura, a atribuicdo de ligac6es de hidrogénio como unico tipo de interacédo
responsavel pelo equilibrio conformacional dos derivados aminoacidos

investigados € equivocada, uma vez que nao foram identificadas relagdes diretas
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entre este tipo de interagdo e a ordem relativa de estabilidade dos minimos de
energia correspondente a cada derivado de aminoacido. Com efeito, foi
demonstrado, através da Teoria Quantica dos atomos em moléculas e analise dos
Orbitais Naturais de Ligagao, dentro do nivel de teoria aplicado, que as interagdes
intramoleculares responsaveis por diferenciar a energia de seus conférmeros inclui
também interagbes estereoeletrbnicas, em especial efeitos estéricos e de
hiperconjugacédo, que ndao devem ser ignoradas na elucidacao das forcas, que
governam o equilibrio conformacional destes sistemas.

Uma vez que aminoacidos e seus derivados sdao modelos simples de
biomoléculas e considerando a importancia do entendimento do equilibrio
conformacional destes sistemas, principalmente em solucao, em que 0s Varios
processos bioquimicos ocorrem, este estudo representa uma visédo
contemporanea em termos de andlise conformacional e podera ser utilizado para

compreensao de sistemas maiores como peptideos.
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Anexo 1: Espectros de RMN de 'H
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Figura A1: Espectro de RMN de 'H para o cloridrato do éster metilico do L- triptofano dissolvido em DMSO-ds.
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Figura A2: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico do L-triptofano dissolvido em DMSO-d.
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Figura A3: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico do L-triptofano dissolvido em CD;CN.
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TDO 1
======== CHANNEL f1 ===
NUCA 1H
P1 9.63 usec
Sl 65536
SF 600.1708884 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

..... P cpe

1 ppm

Figura A4: Espectro de RMN de "H para o cloridrato do éster metilico do L-triptofano dissolvido em piridina-cs.



O NAME Trp-O-Me
EXPNO 9
PROCNO 1
Date_ 20120515
Time 12.41
Pl INSTRUM spect
O PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG zgeppr
gg 54084 5
LVENT MeOD
NH NS 8
HN 2 DS 0
SWH 6613.757 Hz
FIDRES 0.122287 Hz
AQ 4.0888004 sec
RG 203
DW 75.600 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
m = O BaRB =8 8 2B K oo D12 0.00002000 sec
¥ 0o o e N AN O N TDO 1
= o2 X TEUE YO8 TREEE
oo I~ I~ ©© LW ======== CHANNEL | ========
2555 SRSIR || K T B0 2O NUGT i
P1 7.15 usec
| \/ | NN \VARRAVARRV/ sI 65536
SF 600.1700139 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
ppm 3.38 3. 36 ppm 3.30 3. 28 ppm
UJH L R .
I R - - B @ e I
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura A5: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico do L-triptofano dissolvido em MeOD.
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0 NAME Ser-0O-Me
5

EXPNO
PROCNO 1
Date_ 20120426
Time 20.46
/ INSTRUM spect
HO 8] PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG 2930
TD 65536
SOLVENT DMSO
NH3+C|' NS 8
DS 0
SWH 5530.974 Hz
FIDRES 0.084396 Hz
AQ 5.9245043 sec
RG 64
DW 90.400 usec
© @ 10 © T 202K
w0 < -
oas © ®© D1 1.00000000 sec
< < < om TDO 1
l | f \ / e CHANMEL H s
SFO1  499.8724475 MHz
NUG1 1H
P1 11.80 usec
sl 131072
SF 499.8699928 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
I T [ T T
ppm 3.85 ppm
Vi i 1
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A6: Espectro de RMN de 'H para o cloridrato do éster metilico da L-serina dissolvido em DMSO-dk.
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0 NAME fracoes 8-11
EXPNO 3
PROCNO 1
/ _|Qate_ 20120321
ime 20.11
HO 0 INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
R PULPROG 2930
2 TD 54084
SOLVENT DMSO
NS 8
DS 0
SWH 7211.539 Hz
FIDRES 0.133340 Hz
AQ 3.7498741 sec
RG 452
6 < o - & DW 69.333 usec
= ~ o s o > DE 6.50 usec
8 R 8& 58883 g%g TE 298.1 K
N ool Mo ~ o © D1 1.00000000 sec
a @ = o @0 ge S & o TDO 1
NN NN NN NN N N
| | | ‘ ‘ | \ ‘ \ | ‘ imimiiis CEARINEL B s
NUCA1 1H
P1 9.63 usec
Sl 65536
SF 600.1700026 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
| T —— T T ' | . |
3.56 ppm 3.52 3.50 ppm 3.36 ppm
) ) e
......... NS PRDINPRIRNNPONL e . | WM | i i SO, | B S PO
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A7: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L-serina dissolvido em DMSO-d.
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0 NAME serina metil ester 250613
6

EXPNO
PROCNO |
- Date " 20130626
ime i
s o INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB-
NH, PULPROG 2930
) 32768
SOLVENT  CD3CN
NS 8
® @ cooY ® = WH 6393.862 Hz
T 2 098K 8 & s R 5 FIDRES  0.195125 Hz
-~ o o [32)
2cgpciac 2§ i
NN NNANN NN § « DW 78.200 usec
‘ ‘ \ \ ‘ / | | | | ‘ DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL {1 =======:
SFO1  600.1728837 MHz
NUCH 1H
P1 16.50 usec
si 65536
SF 600.1700180 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
T T E T A .08 2R | BESERE SRR TR
3.64 3.62 ppm 3.45 ppm
B |
[+
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A8: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L-serina dissolvida em CD;CN
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0 NAME serina metil ester 250613
EXPNO 9
PROCNO 1
/ _I[_)am_ 2(1)1)3‘(1)2626
ime ;
e © INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB-
NH, PULPROG zgeppr
TD 19840
SOLVENT MeQOD
NS 8
DS 0
SWH 6613.757 Hz
FIDRES 0.333355 Hz
AQ 1.4999540 sec
RG 9
DW 75.600 usec
M~ O <+ o Egg % = 8 f'g ™~ DE 6.50 usec
g 8 5 % ©oOm © 1 h O © TE 298.2 K
W © o N~ B o © S o~ D1 1.00000000 sec
® N KN © S32 o - = 9O Di2  0.00002000 sec
ay 9 d NN & Al NN N TDO 1
- ViV || ] g AL ], s
SFO1 600.1729131 MHz
NUC1 1H
P1 16.50 usec
S 65536
SF 600.1700100 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
T T T y T T T T ¥ T ‘
3.80 ppm 3.74 3.72 ppm 3.52 ppm
L RS EE e G REREEREES [TrT T T ET [T e |r;'rﬁ7‘:‘]-"| """""" | B [TEr Ty T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A9: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L-serina dissolvido em MeOD.
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0 NAME serina metil ester 250613
EXPNO
PROCNO 1
/ _IQate_ 2(1);; 3(?6(5325
ime J
HR < INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB-
NH, PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT Pyr
NS 8
g\?\ll—! 66103 757 H
o ~LW — O I~ M I~ © i Z
AR B> B35 38 FIDRES  0.201836 Hz
Nl ©aol ©OQN W~ : s 4 109 sec
N ER 22239 233 RG 203
nMmaom
A NN NN al &1 & DW 75.600 usec
||H |‘|| \H DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 600.1738868 MHz
NUCAH 1H
P1 15.00 usec
Sl 65536
SF 600.1708875 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
—Tr T - 71 "~ T — 0
420 4.18 4.16 ppm 3.85 ppm
e I I It I e e I I
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A10: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L-serina dissolvido em piridina-ds.
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0 NAME Thr-OMe
12

EXPNO
PROCNO 1
Date_ 20130425
o Time 18.50
HO (0] INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB-
PULPROG zg30
NH,*CI D 32768
SgLVENT Pyr
N 8
DS 0
SWH 6443.299 Hz
® ~ FIDRES 0.196634 Hz
g "O‘- AQ 2.5428469 sec
592 ke = e RG 101
—N~MNON© — = DW 77.600 usec
t 0~~~ < 8 g DE 6.50 usec
o 2@ 00 TE 298.2 K
e REXREY | | DT 1.00000000 sec
o 0 1
3 INNV774
======== CHANNEL f1 ====
SFOT1 600.1729197 MHz
NUC1 1H
P1 15.00 usec
Sl 65536
SF 600.1699795 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
| A M B I [
95 ppm 4.80| ppm 4.70 ppm
] e e
— Yol I I I ol e NE - I —
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A11:Espectro de RMN de 'H para o cloridrato do éster metilico da L-treonina dissolvido em piridina-ds
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2918.927
—2240.375

—2677.959
—2673.997
——2236.534

—2671.597
——2667.696
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—882.610
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5.0 4.8 ppm
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NAME Thr-OMe
EXPNO 10

PROCNO 1

Date_ 20130425

Time 17.31
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB-
PULPROG zg30

TD 32768
SOLVENT Pyr

NS 8

DS 0

SWH 6443.299 Hz
FIDRES 0.196634 Hz
AQ 2.5428469 sec
RG 101

DW 77.600 usec

DE 6.50 usec

TE 298.1 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

======== CHANNEL f1 ====
SFO1 600.1729197 MHz
NUC1 1H

P1 15.00 usec

Si 65536

SF 600.1700179 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.00 Hz

GB 0

PC 1.00

L.

B e
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 4.5 40 35 3.0 25 20

104

| A
1.5 1.0 ppm

Figura A12: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L-treonina dissolvido em piridina-ds,



NAME Thr-OMe

EXPNO 9
OH O PROCNO 1
Date_ 20130425
_ Time 17.18
INSTRUM spect
O PROBHD 5 mm IEATBO BB-
PULPROG zg30
TD 32768
N H2 SOLVENT CD3CN
NS 8
DS 0
SWH 6443.299 Hz
FIDRES 0.196634 Hz
AQ 2.5428469 sec
® o uT o A& g
= o [To) < - Dw 77.600 usec
N eRBnESR 5 5 P s 5 B DE 6.50 usec
N OO ANSOM O Py o © o < TE 298.1 K
$I999IIS R B ® 8 g DI 1.00000000 sec
N NN NN NN N ] b © ~ O~ TD 1
~—
YRV | | oo CHANNEL {1 =
SFO1 600.1729197 MHz
NUC1 1H
P1 15.00 usec
Sl 65536
SF 600.1700179 MHz
WDwW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
! T " T ’ T T T T T I -
4.10 4.08 ppm 362 ppm 32 3.0 ppm 1.24  ppm
U m— 1
[r s e A [ v A [y [ R o e [t e [ vt v [t e rm [ v v [T ¥ T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura A13: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L-treonina dissolvido em acetonitrila-ds
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NAME Thr-OMe

EXPNO 2
OH o PROCNO 1
Date_ 20130425
Time 14.43
-~ INSTRUM spect
O PROBHD 5 mm PATBO BB-
PULPROG 2930
T 32768
NH2 SOLVENT MeOD
NS 8
DS 0
SWH 6443.299 Hz
FIDRES 0.196634 Hz
AQ 2.5428469 sec
RG 128
- 23n8 I 5 e Dw 77.600 usec
G RIYD I © o - @ DE S50usec
% § 253 @ = B = 3 D1 100000000 sec
d dda & SR = = DO 1
| \ \ / / | | | T T ======== CHANNEL f{ ====
| ‘ SFO1 600.1729197 MHz
NUC1 1H
P1 15.00 usec
] 65536
SF 600.1700147 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
J T T T T T T
418 4.16 ppm 3.63 ppm 1.30 ppm
D G N
[y I L O N B ] -
10 9 8 7 6 5 - 3 2 i 0 ppm

Figura A14: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L-treonina dissolvido em MeOD.
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NAME  Tre-O-Me (THF)
PNO 1

0 EX
PROCNO 1
Date_ 20120817
Time 9.45
INSTRUM spect
/ PROBHD 5 mm TBI 1H/13
HO 0 PULPROG 2930
D 32768
EI(S)'LVENT DMSO
8
NH; DS 0
SWH 4807.692 Hz
FIDRES  0.146719 Hz
OOAUNN©D 2 AQ 3.4079220 sec
NDANANT—-OD®D = RG 203
0O ;O D ol DW 104.000 usec
NOMMM O™ TN DE 10.00 usec
\\\ ’ / / / I~ © = BE 10%83&)%50
N sec
@& | | 700 1
@™ ——==—=== CHANNEL f1 =====:
\/ SFO!1  400.1819987 MHz
NUCT 1H
P1 8.40 usec
s 32768
SF 400.1799940 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
S S ppm I I [
ppm 3.4 ppm ppm
A._J L_ TR U
e [ o3
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura A15: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da L- treonina dissolvido em DMSO
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—2361.863
—2357.061

| T
3.94 3.92 ppm

i L

louffed _ o)

el
Tt T T T T T T T YT T T T T T T T T T T | I I I

6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura A16: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da N-acetil-glicina dissolvido em CCl,/C¢Dg (9:1).
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o o™
) |
™
(o)}
o
O
Tp]
o)
—_ T T 1
5.95 ppm 4.06 4.05 ppm
A L N
|- 0 (o) @
LI T T [T T REESEL RS [T R T B T
10 9 8 7 6 5 4 3 b2 ppm

Figura A17: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da N-acetil-glicina dissolvido em CDCls.
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Current Data Parameters

o]
NAME AcGliOMe
> EXPNO 1
0 PROCNO 1
HN F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140903
Time 17.50
O INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG 2g30
D 65536
© © SOLVENT DMSO
M~ o O n NS 8
= o Q M~ DS 0
< M~ < SWH 6443.299 Hz
0 Qg N FIDRES  0.098317 Hz
8 NI o AQ 5.0855937 sec
< — RG 203
| | Dw 77.600 usec
DE 6.50 usec
TE -0.2K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
T e e T A J
8.30 ppm 3.82 ppm 1.855 PR
JL.JL ..l._AA N L—\JLA
I (=), I I I S . o
10 9 8 7 6 5 4 2 1 0 ppm

Figura A18: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da N-acetil-glicina dissolvido em DMSO-d.
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HNT]/
0]
o« L
(o2} n
~ 0]
o o
[eo] (e8]
o O
™~ ™~
i [
1)
P
Ire]
™
o i R ! T T
6.05 6.00 ppm 4.48 ppm
N . {* 1 ailla l L
= () () G}
REESS TS BESSEEEES eSS S s RS SRS [ e REESEEEE | REEEEEEEE REEESSEES [T [ e [T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A19: Espectro de RMN de 'H (dupla irradiagdo no sinal da metila em 1,35 ppm)para o éster metilico da N-acetil-L
-alanina dissolvido em CCl,:CgDg (9:1)
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Current Data Parameters

O NAME AcAlaOMe
EXPNO 1
0/ PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
HN Date_ 20140903
\ﬂ/ Time 18.22
INSTRUM spect
0 PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG zg30
D 36
SOLVENT CDCI3
NS 8
N~ OO~ DS 0
al COOSY N — g g SWH 6443.299 Hz
o HM+— W0 Ww s & FIDRES 0.098317 Hz
. OANWN O W o : AQ 5.0855937 sec
< N~ OWnWws < <5 ; RG 203
pr o oD b Dl ® © DW 77.600 usec
(ep] DE 6.50 usec
oy | TE 02K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ====
SFOf1 600.1728712 MHz
NUGC1 1H
P1 7.50 usec
PLW1 7.00000000 W
e T T ] I !
6.1 ppm 460 ppm 142 ppm
= 1 L i | AR lL
[~ = el @] (9]
9 8 & 6 2] 4 3 2 1 0 bpom

Figura A20: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da N-acetil-L-alanina dissolvido em CDCl;
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NAME AcAlaOMe
EXPNO 2
O/ PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
HN Date_ 20140903
Time 18.31
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG 2930
D 65536
SOLVENT DMSO
NS
<t NN O W DS 0
g NN~ v SWH 6443.299 Hz
= w B ot i © ™ FIDRES  0.098317 Hz
e < MA M © AQ 5.0855937 sec
0 0WwwwLwn LN RG 203
TolTe) N~
o O AN AN NN DW 77.600 usec
<+ < | | ‘ | | \ [ DE 6.50 usec
\ / TE -0.2K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
) P O | S I LT L
8.3 ppm 4.25 ppm 1.25 ppm
_ﬁ\_ A L“LLJ Ll L.
() =) e
9 8 F 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Current Data Parameters

Figura A21: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da N-acetil-L-alanina dissolvido em DMSO-d;
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O Current Data Parameters
NAME AcAlaOMe
EXPNO 3
O/ PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20140903
HN Time 18.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG 2930
@) D 65536
SOLVENT D20
=
% % SWH 6443.299 Hz
< — FIDRES 0.098317 Hz
s B 2 = ~ o AQ 5.0855937 sec
~ < :: I~ o o RG 203
: P © © DW 77.600 usec
A W W o -
S & © ® | ] DE 6.50 usec
© W Wn wn TE -0.2K
A NN D1 1.00000000 sec
T e
1 - 1 I . I T
434 432 Ppm 1.34 ppm
|- ;
[~ [9) 3
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura A22: Espectro de RMN de 'H para o éster metilico da N-acetil-L-alanina dissolvido em D,O.
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0 NAME  Ac-L-Trp-OMe O
EXPNO 9
PROCNO 1
Date_ 20130307
/ Time 17.06
o INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BE
PULPROG zg30
TD 49340
HN SOLVENT CD2CI12
N NS
H DS 0
SWH 9057.971 Hz
FIDRES 0.183583 Hz
O AQ 2.7236180 sec
RG 203
DW 55.200 usec
DE 6.50 usec
I~ \D 00 I~ ol — o0 o ggg% QQQ%‘ TE 2983 K
cAenenen  ohenenen Aecnen enenen TDO 1
NN NN NV o CHANNEL fl ==
NUCI1 IH
Pl 12.70 usec
S1 65536
SF 600.1700298 MHz
wWDW EM
SSB 0
T T T T T g T T T LB 0.00 Hz
GB 0
3.32 3.30 ppm 3.28 3.26 ppm pC 1.00
A l_l_JU A J J J Jl %l J A
85 80 75 70 65 60 55 50 45 4.0 2.0 1.0 05 ppm

Figura A23: Espectro de RMN de 'H do éster metilico do N-acetil-L-triptofano dissolvido em CD,Cls.



NAME  Ac-L-Trp-OMe

EXPNO 10
PROCNO 1
Date_ 20130305
Time 10.18

INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB-

PULPROG zg30
™ 49340
SOLVENT Pyr
NS 8
DS 0
SWH 9057.971 Hz
FIDRES 0.183583 Hz
—- ==\ 00 I~ v < n A AQ 2.7236180 sec
5%% gg % Ng Qﬁ; u”%ﬁ vNauNw ) RG 203
L e L we e e e en en en e en DW 55.200 usec
M ot \/ \/ \/ \/ DE 6.50 usec
\/ \/ | \/ TE 298.4 K
DI 1.00000000 sec
TDO 1
NUCI IH
Pl 12.70 usec
SI 65536
SF 600.1708900 MHz
wDw EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
T T |
3.66 3.64 3.62 ppm 355 354 353 352 ppm
A A | m A J 1
SR B == = = = I
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura A24: Espectro de RMN de 'H do éster metilico do N-acetil-L-triptofano dissolvido em piridina-ds.
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0] NAME Ac-L-Trp-OMe
EXPNO 4
PROCNO 1
Date_ 20130305
/ Time 9.00
0 INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB
PULPROG zg30
HN ™ 49340
N SOLVENT Acetone
H NS
DS 0
SWH 9057.971 Hz
0 FIDRES 0.183583 Hz
AQ 2.7236180 sec
v 0 R 203
§§§3§ %%?ﬁa °_°.§ §£ EB EE D?’V 55?’.00usec
S e S en : en enen  ehen enoen DE 6.50 usec
\/ N NN/ VNG NGV DI 100000000 scc
TDO I
======== CHANNEL {1 ==
NUCI1 IH
Pl 12.70 usec
SI 65536
SF 600.1700100 MHz
WDWwW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
327 326 325 pm 318 317 3.16 ppm
LIl i m
(=) = e i) ) @S
10 9 8 7 6 5 ! | ppm

Figura A25: Espectro de RMN de 'H do éster metilico do N-acetil-L-triptofano dissolvido em acetona-dk.
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NAME  Ac-L-Trp-OMe
3

0 EXPNO
PROCNO 1
Date_ 20130305
Time 8.52
"l INSTRUM spect
0 PROBHD 5 mm PATBO BI
PULPROG 2830
D 32768
HN IS:J(;LVENT CD3CN
N DS 0
H SWH 9057.971 Hz
FIDRES  0.276427 Hz
AQ 1.8088436 sec
0 RG 114
N o— 0ol o0~ 00~ DW 55.200 usec
d3 88 59 8§ 8 23 8F 82 S
T O TTeY e ehed enen e DI 100000000 sec
e N NN/ \/ N/ DO 1
NUC]I 1H
Pl 15.00 usec
sl 65536
SF 600.1700181 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
| [ [ | | | | | | | I
324 323 322 321 ppm 3.16 3.15 3.14 3.3 ppm
A |U“ % | 1
T ‘ﬁrl " 'rt:r‘l':)':rw—ﬁl T F——ﬁl rﬁlr;T:E rﬁ] I T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura A26: Espectro de RMN de 'H do éster metilico do N-acetil-L-triptofano dissolvido em CDsCN.
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NAME  Ac-L-Trp-OM
O EXPNO 5
PROCNO 1
Date_ 20130305
-~ Time 9.14
o) INSTRUM spect
! PROBHD 5 mm PATBO
HN PULPROG zg30
HN TD 49340
SOLVENT DMSO
NS 8
DS 0
0 SWH 9057.971 Hz
FIDRES 0.183583 H
ag 2.7236180 sec
203
o & E3=3 ea3d3 DW 55.200 usec
o o Q- M Q @ Wy v DE 6.50 usec
o M~ OO — N ©® TE 298.4 K
o 3 B85S S8 D1 1.00000000 sec
%3 g - - TDO 1
| | \ i ‘ / \ \ / / ======== GHANNEL f1 -
NUCH1 1H
P1 12.70 usec
S| 65536
SF 600.1700045 Mk
WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
T T T 7 T T T T
834 832 830  ppm 315 310 3.05 ppm
= I e EEREs _E e R ,
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura A27: Espectro de RMN de 'H do éster metilico do N-acetil-L-triptofano dissolvido em DMSO-g.
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0 NAME  Ac-L-Trp-OMe
EXPNO 7

PROCNO |
Date_ 20130305
o Time 9.36
o] INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BE
PULPROG zg30
HN D 49340
N SOLVENT  CDCI3
H NS 8
DS 0
o) SWH 9057.971 Hz
FIDRES 0.183583 Hz
AQ 27236180 sec
e o © - o o) RG 203
<+ — Al P =, =Rk DW 55.200 usec
e & 4 22X 222 99 gR4w DRSS D DE 6.50 usec
~~ 0~ o~ ~~r~ o~~~ o o <« < o o chenenen TE 298.4 K
\/ | | \\'\‘ }// \/ \\// e e enenen DI 1.00000000 sec
ST | e ™
) NUCI IH
=) Pl 12.70 usec
e sl 65536
SF 600.1700156 MHz
| WDW EM
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
T T T T T T T
- PP pprr T - 335 ppm
ppm ppm ppm  ppm ppol
A l mu A I il l o
L EEEEE e s

95 90 85 80 75 70 65 60 5.

T | T

T RS R
5 50 45 40 35 3.0 25 20 1

S5 1.0 05 ppm

Figura A28: Espectro de RMN de "H do éster metilico do N-acetil-L-triptofano dissolvido em CD,Cl,.
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O NAME L-Ac-Ser-OMe
EXPNO 9
PROCNO 1
Date 20130430
HO O/ Time 5.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATBO BB-
HN PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT cD2Cl2
NS 8
O DS 0
SWH 6443.299 Hz
FIDRES 0.196634 Hz
ag 2.5428;169 sec
11
—
@ 2858 C2 25 e 38 DW 77.600 usec
&l A OO +— AN O © o WM~ DE 6.50 usec
Py O oW — o< I~ MW O W TE 298.2 K
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Figura A29: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-serina dissolvido em CH,Cls.
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Figura A30: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-serina dissolvido em piridina-ds.
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Figura A31: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-serina dissolvido em DMSO-d.
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Figura A32: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-serina dissolvido em D,0.
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NAME  Ac-L-Thr-OMe
0 EXPNO 1
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Figura A33: Espectro de RMN de "H do éster metilico da N-acetil-L-treonina dissolvido em CDCls.
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0O NAME  Ac-L-Thr-OMe
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~ R@?RUM -
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Figura 34: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-treonina dissolvido em piridina-ds.
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ime :
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Figura A35: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-treonina dissolvido em acetona-d.



NAME  Ac-L-Thr-OMe
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Figura A36: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-treonina dissolvido em CDsCN.
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Figura A37: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-treonina dissolvido em DMSO-d.
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Figura A38: Espectro de RMN de 'H do éster metilico da N-acetil-L-treonina dissolvido em D,0.
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Anexo 2: Superficies de energia e

mapas de contorno.
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Figura A39: Superficies de energia 3D para o éster metilico da L-serina a partir da

variacao dos angulos diedros y1 e ya.
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Figura A40: Mapa de contorno das respectivas superficies de energia 3D para o éster
metilico da L-serina a partir da variagdo dos angulos diedros y1 € y2.
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Figura A41: Superficies de energia 3D para o éster metilico da L-treonina a partir da
variacao dos angulos diedrosy e ya.
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ThrV Thr VI

Figura A42: Mapa de contorno das respectivas superficies de energia
metilico da L-treonina a partir da variagéo dos angulos diedros y1 e y2.
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Figura A43: a) Superficie de energia e b) mapa de contorno para o éster metilico da N-
acetil-glicina, obtidos a partir da variacao dos angulos diedros v € ¢.
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Figura A44: a) Superficie de energia e b) mapa de contorno para o éster metilico da N-
acetil-L-alanina, obtidos a partir da variacao dos angulos diedros y e ¢.
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Figura A45: Superficies de energia (a e ¢) e mapas de contorno (b e d) para o éster
metilico do N-acetil-L-triptofano, obtidos a partir da variagdo dos angulos diedros y; e

X2-
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Figura A46: Superficies de energia (a e ¢) e mapas de contorno (b e d) para o éster
metilico da N-acetil-L-serina, obtidos a partir da variagéo dos angulos diedros y e y..
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Figura A47: Superficies de energia (a e ¢) e mapas de contorno (b e d) para o éster
metilico do N-acetil-L-treonina, obtidos a partir da variacdo dos angulos diedros y1 e ya.
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Anexo 3: confébrmeros
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AcTrp7 AcTrp8
Figura A48: Conférmeros do éster metilico do N-acetil-L-triptofano (B3LYP/aug-cc-
pVDZ).

143



530

9 @9
9
AcSer1 AcSer2 AcSer3
9
W; {K;(X.A 9,,‘}‘3 «m{{‘;}%oj »
99 e o ¢
AcSer4 AcSer5 AcSer6
‘:'M
B 0% Y
9 S QJ\ ’
9
? o5

AcSer7 AcSer8 AcSer9

Figura A49: Conférmeros do éster metilico da N-acetil-L-serina (B3LYP/aug-cc-pVDZ).
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Figura A50: Conférmeros do éster metilico da N-acetil-L-treonina (B3LYP/aug-cc-
pVDZ).
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Anexo 4: Graficos moleculares
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AcTrp7 AcTrp8
Figura A51: Graficos moleculares obtidos para os oito conférmeros do AcTrpOMe.
Pontos verdes e vermelhos indicam pontos criticos (BCP) e de anel (RCP),
respectivamente.
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Figura A52: Graficos moleculares obtidos para os oito conférmeros do AcSerOMe.
Pontos verdes e vermelhos indicam pontos criticos (BCP) e de anel (RCP),
respectivamente.
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Figura A53: Graficos moleculares obtidos para os oito conférmeros do AcThrOMe.
Pontos verdes e vermelhos indicam pontos criticos (BCP) e de anel (RCP),

respectivamente.
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Anexo 5: Espectros no infravermelho

153



154



0.025 0.071 .
0.061 /\3436,7 cm
0.020 ‘
® ® 0.054
£ 0.015- 2 004]
< £ 0031
2 0.010 @
< -&2 0.02 4
0.005 0.014 el
0.00F—— — —
0.000 A T . T T T
‘ ‘ , . 3500 3480 3460 3440 3420 3400
3500 3480 3460 3440 3420 Numero de onda (cm’')
Numero de onda (cm'1)
a) b)

Figura A54: Espectro no infravermelho (obtido no solvente diclorometano) na regido de
estiramento de N-H para o a) éster metilico da N-acetil-glicina e b) N-acetil-L-alanina .
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Anexo 6: Tabelas
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Tabela A1: Principais interagdes hiperconjugativas (kcal mol™) obtidas para os conférmeros do Ser-OMe e Thr-OMe

(nivel B3LYP/aug-cc-pVDZ).

conférmero

parametro Ser1 Ser2 Ser3 Ser4 Ser17  Thr1 Thr2 Thr3 Th4 Thr17
LP(1)o;—>06%ci.c4 2,49 2,56 2,90 2,55 2,51 2,62 2,59 2,75 3,04 2,59
LP(2)0;>06%ci.c4 18,10 18,44 16,87 17,81 18,89 17,55 18,23 17,71 16,56 18,94
LP(1)0,—>6*c1.03 1,55 1,47 1,10 1,54 1,53 1,52 1,54 1,55 1,05 1,62
LP(2)o—>7*c1.03 34,73 33,99 34,13 36,29 36,22 34,96 35,89 36,49 34,16 35,18
LP(1)o3—>6*c1.02 9,43 9,41 9,37 8,78 8,69 9,52 8,76 8,88 9,38 9,05
LP(1)o3—>0*c1.c4 0,70 0,77 0,64 0,74 0,82 0,72 0,79 0,64 0,60 0,64
LP(2)os—>m*cr.02 49,62 50,56 50,56 4536 44,46 49,68 47,29 46,12 50,35 47,95
LP(2)0>—>0%*Ns.17 0,71 1,81 - e e 0,61 2,14 - e e
LP(2)o0o—>0% 0. - e 353 - s e e e 427 -
LP(Dom—>0*csc13 1,58 1,82 1,07 1,58 1,25 1,53 2,35 1,58 1,17 1,16
LP(2)om—>0*caci3 4,69 4,78 6,90 456 - 4,75 3,87 4,54 6,81 -
LPxs—0*caci3 2,52 3,63 1,93 2,18 0,56 2,16 3,48 1,93 0,53 0,60
LPxs—6*cica 6,98 - 8,13 8,54 9,83 6,78 - 7,67 7,89 8,95
LPxys—0*cann - 5,68 1,799 - 1,30 - 5,88 1,38 1,56 1,41
LPxs—6* o 3,41 3,14 - 3,23 - 4,40 3,79 400 -
Oca-Ns—>0* 13115 1,19 - e 1,19 - e e e ----
Ocans—>C*cizcis et teem meem o eees e 2,02 - 1,98 -




Tabela A2: Energia relativa (AE,, kcal mol™), populacdo (n, %) e nimero de onda (Vc—o,
cm™) calculados para o SerOMe e ThrOMe.

SerOMe
THF acetonitrila
AE,q n Vc=0 AE,q n Vc=0
Ser1 0,00 66 1746,8 0,00 63 1742,5
Ser2 0,77 18 1747 .4 0,69 20 1742,6
Ser3 1,43 6 1719,8 1,41 6 17145
Ser4 1,18 9 1739,4 1,08 10 1732,7
Ser17 2,53 1 1735,4 2,41 1 1729,9
ThrOMe
THF acetonitrila
AE n Vc=o AE n Ve=o
Thr1 0,00 65 1741,1 0,00 63 1736,6
Thr2 0,90 14 1745,2 0,86 15 1740,3
Thr3 0,82 16 1746,6 0,75 18 1737,6
Thr4 1,63 4 1718,2 1,64 4 1712,9
Thri17 2,88 1 1732,8 2,80 1 1727,3

Tabela A3: Energia relativa (AE,, kcal mol™), populacdo (n, %) e nimero de onda (Vc—o,
cm™) calculados para o AcGliOMe e AcAlaOMe.

AcGliOMe
Tetracloreto de carbono DMSO
AE n Vc=o AE n Ve=o
AcGili1 0,00 96 1761,9 0,00 83 1747,3
AcGli2 1,96 4 1760,8 0,93 17 1738,2
AcAlaOMe
CCl, DMSO
AE, n V=0 AE, n Ve=o
AcAlat 0,00 96 1755,9 0,00 70 1742,1
AcAla2 1,85 4 1769,4 0,50 30 1739,2
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Tabela A4: Energia relativa (AE,, kcal mol™), populacdo (n, %) e nimero de onda (V¢—o,
cm™) calculados para o AcTrpOMe.

AcTrpOMe
diclorometano acetonitrila
AE,q n Ve=o AE n Vc=0
AcTrp1 0,00 22 1746,2 0,58 15 17431
AcTrp2 0,52 9 1751,8 1,24 5 1749,0
AcTrp3 0,05 20 1747,0 0,59 15 1743,5
AcTrp4 0,24 15 1743,1 0,75 12 1740,7
AcTrp5 0,60 8 1741,8 1,30 5 1739,4
AcTrp6 1,38 2 1742,9 2,02 1 1740,7
AcTrp7 0,65 7 1747,5 1,00 7 1744 4
AcTrp8 0,20 16 1748,6 0,00 40 1758,3

Tabela A5: Energia relativa (AE,, kcal mol™), populacéo (n, %) e nimero de onda (Ve—o,
cm™) calculados para o AcSerOMe.

AcSerOMe
diclorometano acetonitrila
AE g n Ve=o AE e n Ve=o
AcSer1 0,00 70 1744,33 0,00 66 1744,3
AcSer2 1,07 11 1747,93 1,05 11 1747,9
AcSer3 1,79 3 1730,53 1,76 3 1730,5
AcSer4 1,71 4 1752,3 1,66 4 1752,3
AcSer5 1,83 3 1756,86 1,65 4 1756,9
AcSer6 2,58 1 1744,19 2,54 1 1744,2
AcSer7 2,06 2 1743,18 1,88 3 1743,2
AcSer8 2,04 2 1723,52 1,83 3 1723,5
AcSer9 1,83 3 1756,86 1,65 4 1756,9
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Tabela A6: Energia relativa (AE,, kcal mol™), populagdo (n, %) e nimero de onda (V¢—o,
cm™) calculados para o AcThrOMe.

AcThrOMe
diclorometano acetonitrila
AErel n \7C=0 AEreI n \_}C=O
AcThr1 0,00 22 1742,7 0,14 19 1740,3
AcThr2 0,02 21 1728,2 0,13 19 1725,9
AcThr3 0,14 17 1749,5 0,24 15 1746,4
AcThr4d 0,06 20 1759,4 0,00 24 1755,4
AcThr5 0,43 11 1741,7 0,41 12 1737,4
AcThr6 1,43 2 1740,4 1,55 2 1734,0
AcThr7 1,28 2 1752,74 1,25 3 1407.,5
AcThr8 1,20 3 1724,74 1,14 3 1720,7
AcThr9 1,28 2 1762,68 1,25 3 1758,2
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