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Resumo

A determinacgao estereoquimica de compostos naturais ¢ essencial para a compreensdo de suas propriedades biologicas
e farmacoldgicas. O objetivo do presente estudo € apresentar uma revisdo narrativa na qual sdo apresentados e discutidos
estudos recentes (2021 a 2024) que utilizaram o método DP4+ para atribuir configura¢des estereoquimicas de alcaloides
naturais. O método DP4+ se mostrou altamente eficaz na distin¢ao entre isomeros com multiplos centros quirais, mesmo
em estruturas complexas. Além disso, os compostos revisados demonstraram uma ampla gama de atividades biologicas,
reforgando a importancia do rigor estereoquimico em estudos de produtos naturais. O DP4+ consolida-se como uma
ferramenta indispensavel na quimica de produtos naturais, especialmente quando se busca integrar rigor estrutural com
potencial farmacologico. Espera-se que sua aplicagdo continue a crescer nos proximos anos, especialmente com os
avangos em métodos de simulagdo e analise estatistica.

Palavras-chave: Alcaloides; RMN; DP4+; DFT.

Abstract

Stereochemical determination of natural compounds is essential for understanding their biological and pharmacological
properties. The aim of this study is to present a narrative review in which recent studies (2021 to 2024) that used the
DP4+ method to assign stereochemical configurations of natural alkaloids are presented and discussed. The DP4+
method proved to be highly effective in distinguishing between isomers with multiple chiral centers, even in complex
structures. Furthermore, the reviewed compounds demonstrated a wide range of biological activities, reinforcing the
importance of stereochemical rigor in natural product studies. DP4+ has established itself as an indispensable tool in
natural product chemistry, especially when seeking to integrate structural rigor with pharmacological potential. Its
application is expected to continue to grow in the coming years, especially with advances in simulation methods and
statistical analysis.

Keywords: Alkaloids; NMR; DP4+; DFT.

Resumen

La determinacion estereoquimica de compuestos naturales es esencial para comprender sus propiedades bioldgicas y
farmacoldgicas. El objetivo de este estudio es presentar una revision narrativa en la que se presentan y discuten estudios
recientes (2021 a 2024) que utilizaron el método DP4+ para asignar configuraciones estereoquimicas de alcaloides
naturales. Se ha demostrado que el método DP4+ es muy eficaz para distinguir entre isdmeros con multiples centros
quirales, incluso en estructuras complejas. Ademas, los compuestos revisados demostraron una amplia gama de
actividades biolégicas, lo que refuerza la importancia del rigor estereoquimico en los estudios de productos naturales.
DP4+ se esta consolidando como una herramienta indispensable en la quimica de productos naturales, especialmente
cuando se busca integrar el rigor estructural con el potencial farmacoldgico. Se espera que su aplicacion continte
creciendo en los préximos afios, especialmente con los avances en los métodos de simulacién y analisis estadistico.
Palabras clave: Alcaloides; RMN; DP4+; DFT.

1. Introducéo

A determinacdo estrutural de compostos organicos é uma etapa fundamental na compreensdo de suas propriedades

fisico-quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas. A identificacdo precisa da configuracdo tridimensional das moléculas é essencial,
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sobretudo quando pequenas variagdes estereoquimicas resultam em diferengas significativas de atividade biolégica, toxicidade
e interagcBes moleculares (Claridge, 2016). Nesse contexto, os avangos em métodos computacionais, em especial os calculos de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), transformaram-se em aliados indispensaveis na elucidagdo estrutural.

A espectroscopia de RMN sempre foi uma das ferramentas mais utilizadas para analise estrutural de moléculas
organicas. No entanto, interpretacdes baseadas apenas em dados experimentais podem ser desafiadoras, especialmente em
compostos com multiplos centros quirais, sistemas ciclicos complexos ou conformacdes flexiveis (Albuquerque et al., 2016).
Para suprir essas limitacBes, calculos tedricos dos deslocamentos quimicos de *H e 13C, baseados em métodos de quimica
quéntica, como a Teoria do Funcional da Densidade (DFT), tém sido amplamente empregados (Pierens, 2014; Safi & Wazzan,
2022). Esses calculos fornecem previsdes quantitativas que, quando comparadas com os dados experimentais, permitem
inferéncias confidveis sobre a estrutura da molécula.

O uso combinado de RMN experimental e RMN computacional tem evoluido para incluir ferramentas estatisticas que
auxiliam na escolha entre diferentes estereoisdbmeros. O método DP4, proposto em uma publicagdo em 2010, revolucionou essa
abordagem ao introduzir um modelo bayesiano que compara os deslocamentos quimicos experimentais e calculados para um
conjunto de estereoisdbmeros, estimando a probabilidade de cada estrutura ser a correta (Smith & Goodman, 2010). Apesar de
seu sucesso, 0 metodo original apresentava limitagdes, como o uso exclusivo de dados ndo escalados e sensibilidade a escolha
do nivel de teoria utilizado nos calculos.

Para resolver essas questdes, um grupo de pesquisa argentino e colaboradores desenvolveram o método DP4+, uma
versdo aprimorada que emprega dados escalados e ndo escalados, e utiliza melhores praticas em célculos DFT (Grimblat et al.,
2015). O DP4+ mostrou desempenho superior, especialmente em sistemas com muitos centros estereogénicos e com
deslocamentos quimicos préximos. Estudos comparativos entre DP4 e DP4+ demonstraram ganhos significativos em precisdo e
confiabilidade (Ketzel, Li, Kaupp, Sun, & Schattenberg, 2024; Marcarino, Cicetti, Zanardi, & Sarotti, 2022). Além do DP4+,
outros métodos tém sido explorados, como o J-DP4, que inclui constantes de acoplamento de spin (J-couplings) na analise, e
abordagens baseadas em aprendizado de méaquina (ML), como Random Forests e redes neurais aplicadas a predi¢do de
deslocamentos quimicos (Martinez-Trevifio et al., 2020). Embora promissores, esses métodos exigem grandes conjuntos de
dados de treinamento e nem sempre sdo generaliziveis para moléculas altamente complexas, como os alcaloides naturais.

Alcaloides sdo compostos nitrogenados naturais, biossintetizados por plantas, bactérias, fungos e animais. S&o
amplamente conhecidos por suas propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades analgésica, antitumoral, antiparasitaria,
antimicrobiana e neuroativa (Dewick, 2009; Ziegler & Facchini, 2008). Estruturalmente, os alcaloides podem ser extremamente
complexos, com multiplos anéis fusionados, centros quirais e substituintes variados. Essa diversidade estrutural imp&e barreiras
a elucidagdo por métodos espectroscopicos tradicionais.

A determinacdo estereoquimica de alcaloides por RMN pode ser dificultada pela sobreposicéo de sinais, multiplicidade
conformacional e baixa quantidade de amostra. Assim, os métodos computacionais surgem como alternativa poderosa. Célculos
DFT de RMN, associados a estatisticas como DP4+, tém sido empregados com sucesso para resolver a estereoquimica de
alcaloides novos, como relatado em diversos estudos recentes (Nugroho & Morita, 2019).

No periodo entre 2021 e 2024, a literatura cientifica apresentou um nimero crescente de artigos que utilizaram o DP4+
na determinacao estereoquimica de alcaloides inéditos. Dentre eles, destacam-se compostos isolados de espécies vegetais como
Crotalaria paulina, Lycium barbarum, Tabernaemontana bufalina, Fritillaria ussuriensis, Sophora alopecuroides e de
organismos marinhos como Agelas nakamurai. Em todos esses casos, 0 método DP4+ foi decisivo para confirmar a configuracao
relativa e/ou absoluta das moléculas estudadas, muitas vezes em associacdo com dados de NOESY, ECD ou cristalografia de
raios X (Baia et al., 2023; H. Chen et al., 2021; S.-Q. Chen et al., 2022; Fu et al., 2023; Lu et al., 2024).
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E importante ressaltar que a confiabilidade dos resultados obtidos pelo DP4+ depende da qualidade da geometria
otimizada da molécula, do nivel de teoria empregado (geralmente B3LYP/6-31G* ou superiores) e da inclusdo de mdltiplas
conformagGes na média ponderada dos deslocamentos quimicos. Em moléculas altamente flexiveis, a amostragem
conformacional é crucial, sendo comum o uso de técnicas como busca sistematica por Monte Carlo ou simulagdes de dinamica
molecular para obter um conjunto representativo de estruturas (Iron, 2017).

No caso especifico de alcaloides, o DP4+ mostrou particular robustez em distinguir entre isdmeros com diferencas
estereoquimicas sutis, como a orientacdo axial ou equatorial de grupos hidroxila em nicleos policiclicos, ou a configuracdo de
ligacGes espiro e pontes glicosidicas. Em compostos como os menisperdaurinas (Wei et al., 2022) e os yanhusamidas (Wang et
al., 2023), a analise DP4+ foi decisiva para validar a proposta estrutural baseada em RMN e MS, permitindo a publicacédo das
estruturas com alto grau de confianca.

Assim, 0 uso de métodos computacionais aplicados 8 RMN, especialmente o DP4+, tornou-se uma ferramenta de rotina
na caracterizacdo de alcaloides e outros produtos naturais complexos. Sua integragdo com dados experimentais representa uma
abordagem moderna, confiavel e cada vez mais acessivel, permitindo avancos significativos na quimica de produtos naturais e
na descoberta de novos farmacos. Dessa forma, o presente artigo tem como objetivo revisar e analisar criticamente as aplicagdes
do método DP4+ na determinag&o estereoquimica de alcaloides naturais publicadas entre 2021 e 2024, destacando os parametros
computacionais utilizados, as técnicas espectroscopicas complementares empregadas e os niveis de confianca alcangados na
atribuicéo estrutural.

2. Metodologia

2.1 Estratégia de Busca e Fontes de Dados

Realizou-se uma pesquisa bibliografica de natureza qualitativa (Pereira et al., 2018) e, de caracteristica ndo sistematica
(Snyder, 2019) do tipo especifico, revisdo narrativa da literatura (Canuto & Oliveira, 2020; Casarin et al., 2020; Rother, 2007).
A abordagem metodoldgica seguiu principios de revisdes sistematicas qualitativas, inspirando-se nas recomendagdes da
metodologia PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) adaptada para revisdes narrativas
e focadas em estudos de caso (Liberati et al., 2009).

A busca por artigos foi realizada manualmente por meio da selecdo criteriosa de trabalhos completos obtidos em bases
indexadas (ScienceDirect, PubMed, ACS Publications, Wiley Online Library e SpringerLink) e arquivos suplementares obtidos
com permissdo e, utilizou-se como palavras de busca ou descritores: Alkaloids, NMR, DP4+, DFT. A incluséo dos artigos foi
feita com base na disponibilidade de acesso completo aos dados experimentais e computacionais necessarios para analise.

Para garantir relevancia e atualidade, foram incluidos apenas artigos publicados entre janeiro de 2021 e dezembro de
2024, que empregaram 0 método DP4+ para a atribuicdo estereoquimica de alcaloides naturais isolados de plantas, fungos ou
organismos marinhos. O DP4+ deveria ter sido aplicado como ferramenta principal ou complementar na elucidagéo estrutural
por RMN.

2.2 Critérios de Inclusdo

Os artigos foram incluidos na revisdo caso preenchessem os seguintes critérios:

e Aplicagdo explicita do método DP4+ na determinacéo estereoquimica de alcaloides naturais;

e Disponibilidade de dados de RMN experimental (*H e/ou 13C);

e Apresentacdo de dados tedricos de deslocamentos quimicos obtidos por DFT ou métodos equivalentes;

e Inclusdo de comparacdo entre dados experimentais e tedricos com calculo estatistico de probabilidade (DP4+ ou
variantes);

e PublicacGes revisadas por pares (peer-reviewed).
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2.3 Critérios de Exclusao
Foram excluidos
e Artigos com aplicacdo apenas do método DP4 original ou sem distingdo clara entre DP4 e DP4+;
e Estudos baseados exclusivamente em dados de ECD, X-ray, ou NOESY, sem uso de RMN tedrica;
e Trabalhos sobre compostos néo classificados como alcaloides;

e Revisdes, resumos de conferéncia e artigos sem dados experimentais completos.

2.4 Selecdo das Moléculas para Anélise
Para os artigos que possuiam mais de uma molécula, apenas uma foi selecionada para analise detalhada. Essa escolha
foi baseada nos seguintes critérios:
e Relevancia quimica ou farmacolégica destacada pelos autores;
e Complexidade estrutural que justificasse 0 uso do método DP4+;
e Representatividade dentro do conjunto de compostos isolados no artigo;
e Presenca de dados computacionais completos para essa molécula.
Essa estratégia buscou garantir a profundidade analitica de cada caso, evitando repeticdes e mantendo o foco na

aplicacdo do método DP4+.

2.5 Etapas de Extragdo e Analise de Dados
Para cada molécula selecionada, foram extraidas as seguintes informacoes:

e Nome sistematico ou trivial;

e Origem bioldgica (espécie e parte do organismo);

e Estrutura geral e principais grupos funcionais;

e Atividades biol6gicas descritas (in vitro ou in vivo);

e Dados de RMN utilizados na elucidacéo;

e Nivel de teoria e base de célculo empregados nos calculos DFT;

e Resultados estatisticos do método DP4+ (probabilidade atribuida, CMAE, etc.);

e Métodos complementares utilizados (ECD, X-ray, VCD, NOESY, etc.);

e Conclusdo dos autores quanto a confiabilidade da estrutura proposta.

Todas as analises foram feitas diretamente a partir da leitura critica dos textos dos artigos originais, sem

reprocessamento dos dados computacionais. As estruturas das moléculas serdo posteriormente desenhadas pelo autor desta

revisao, com base nas férmulas apresentadas nos artigos.

3. Resultados e Discussao

Menisperdaurina A

Menisperdaurina A (Figura 1) é um alcaloide do tipo benzilisoquinolinico glicosilado, isolado dos rizomas de
Menispermum dauricum DC., uma planta medicinal tradicional amplamente utilizada na China para o tratamento de febre,
infec¢des e inflamagdes. Foram isolados 33 alcaloides isoquinolinicos, dos quais Menisperdaurina A se destacou por apresentar
uma estrutura inédita e atividade bioldgica relevante, como potente atividade antagonista ao receptor de dopamina D1, com ICso
de 1,0 pM. O processo de isolamento foi realizado por extracdo etandlica dos rizomas secos, seguido por técnicas
cromatogréficas, incluindo CC, MPLC e HPLC (Wei et al., 2022).
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Figura 1 - Férmula estrutural da Menisperdaurina A.

Fonte: Autoria propria.

A identificagdo preliminar foi feita com base na formula molecular C2sH3sNOui, determinada por espectrometria de
massas de alta resolugdo (HRESIMS). A elucidacao estrutural envolveu analises detalhadas de espectros de RMN 1D e 2D (H,
13C, COSY, HSQC, HMBC), que permitiram definir a conectividade dos atomos e a presenca de uma unidade de glicose ligada
ao nlcleo aromatico. As correlagdes NOESY sugeriram uma configuracdo relativa, mas ndo foram suficientes para definir a
estereoquimica absoluta dos centros quirais.

Para superar essa limitagdo, os autores utilizaram célculos de deslocamentos quimicos via DFT e aplicaram o método
estatistico DP4+, comparando os valores tedricos de 3C com o0s experimentais. Foram avaliados quatro possiveis
estereoisdmeros, e o isémero atribuido a Menisperdaurina A apresentou uma probabilidade DP4+ de 99,89%, validando a
configuracdo estereoquimica com alta precisdo. Esse resultado, aliado a dados complementares de ECD, confirmou de forma

robusta a estrutura do composto.

(+)-Yanhusamida A

(+)-Yanhusamida A (Figura 2) é um alcaloide heterodimérico inédito isolado da planta Corydalis yanhusuo
(Papaveraceae), uma espécie amplamente utilizada na medicina tradicional chinesa para o tratamento da dor e distdrbios
inflamatorios. Os autores relataram a descoberta de trés pares de enantibmeros de novos alcaloides, dentre os quais (+)-
Yanhusamida A demonstrou potente atividade anti-inflamatédria e efeito antinociceptivo em modelos animais. O composto foi
obtido a partir da extragdo etandlica dos tubérculos secos, seguida por fracionamentos cromatograficos, incluindo silica gel,
ODS, Sephadex LH-20 e HPLC (Wang et al., 2023).

Figura 2 - Formula estrutural da (+)-Yanhusamida A.

O\/O

Fonte: Autoria propria.

A identificacdo da molécula foi realizada por espectrometria de massas (HR-ESIMS) e analise extensiva de RMN 1D e
2D (*H, B8C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY). A estrutura revelou-se como um heterodimero formado por uma unidade de
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benzilisoquinolina e uma unidade de pirrol, ligadas por uma rara ponte C-C gerando um sistema policiclico 3,8-
diazatriciclo[5.2.2.0%,°Jundecano. A complexidade estrutural e a presenca de multiplos centros estereogénicos exigiram
abordagem computacional para a determinagao estereoquimica.

Foram realizados calculos de RMN tedrica por DFT para diferentes estereoisdbmeros, e a comparagdo com os dados
experimentais foi feita utilizando o método DP4+. O isdmero correspondente a (+)-Yanhusamida A apresentou uma
probabilidade DP4+ de 99,88%, validando a configuracéo relativa com alta confiancga. A estrutura absoluta foi posteriormente

confirmada por cristalografia de raios X e analise de espectros ECD.

Sophaloseedlina |

Sophaloseedlina | (Figura 3) é um alcaloide do tipo matrina isolado das sementes da planta Sophora alopecuroides L.
(Fabaceae), tradicionalmente utilizada na medicina chinesa para o tratamento de inflamagdes, infeccGes intestinais e doencas
hepaticas. No estudo, os autores isolaram nove novos alcaloides do tipo matrina, entre eles Sophaloseedlina I, a partir da extracao
metandlica das sementes secas, seguida por etapas de fracionamento com solventes e purificagdo cromatogréfica utilizando
colunas de silica gel, ODS, Sephadex LH-20 e HPLC. Biologicamente, Sophaloseedline | demonstrou atividade anti-inflamatéria
moderada, inibindo a produgdo de 6xido nitrico (NO) em macréfagos RAW264.7 ativados por LPS (ICso = 15,6 uM), sem
apresentar citotoxicidade significativa. Essas propriedades refor¢cam seu potencial como agente anti-inflamatorio seguro derivado

de produtos naturais. (Luo et al., 2024).

Figura 3 - Formula estrutural da Sophaloseedlina I.

Fonte: Autoria propria.

A identificagdo inicial da molécula foi baseada em sua formula molecular (C20H34N202), determinada por espectrometria
de massas de alta resolugdo (HR-ESIMS). A elucidacdo estrutural foi feita com suporte de espectroscopia de RMN 1D e 2D (*H,
13C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY), que permitiu definir o esqueleto tetraciclico tipico de matrinas e a presenca de grupos
hidroxila e metileno nas posicdes laterais. Devido a presenca de multiplos centros estereogénicos e a complexidade do sistema
bis-quinalizidinico, os autores utilizaram célculos teéricos de deslocamentos quimicos por DFT (nivel B3LYP/6-31G*) e
aplicaram o método DP4+ para comparar 0s dados experimentais com o0s tedricos. Quatro possiveis estereoisbmeros foram
avaliados, e o isdmero identificado como Sophaloseedline | obteve probabilidade DP4+ superior a 97%, confirmando sua

configuracao relativa com alto grau de confianca.

Pingbeimina D

Pingbeimina D (Figura 4) é um alcaloide esteroidal isolado dos bulbos de Fritillaria ussuriensis (Liliaceae), planta
tradicionalmente empregada na medicina chinesa para tratar doencas respiratdrias como bronquite, tosse cronica e infeccGes
pulmonares. Foram isolados e caracterizados nove alcaloides esteroidais inéditos, entre os quais Pingbeimina D que demonstrou
significativa atividade anti-inflamatoria, inibindo a produ¢dao de NO em macrofagos RAW264.7 ativados por LPS, com 1Cso de
3,21 uM, e sem citotoxicidade significativa (Lu et al., 2024).
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Figura 4 - Férmula estrutural da Pingbeimina D.

Fonte: Autoria propria.

O processo de isolamento envolveu extragdo com etanol a partir dos bulbos secos, seguida de fracionamento com
solventes de polaridades crescentes e purificagdo cromatografica com silica gel, Sephadex LH-20, colunas ODS e HPLC. A
férmula molecular de Pingbeimina D foi determinada como C27H43NOa por espectrometria de massas de alta resolugdo (HR-ESI-
MS). A estrutura foi elucidada por meio de analises de RMN 1D e 2D (*H, 13C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY), que revelaram
um esqueleto esteroidal tetraciclico do tipo cevanina com multiplos centros estereogénicos e um grupo hidroxila em posi¢do
axial.

Devido a complexidade estereoquimica e a presenca de diversas possiveis configuracGes relativas, os autores recorreram
a célculos de deslocamentos quimicos por DFT e aplicaram o método DP4+ para determinar com precisdo a estereoquimica
relativa. Quatro possiveis diastereoisdbmeros foram comparados, e o isbmero correspondente a Pingbeimina D apresentou

probabilidade DP4+ superior a 99,5%, confirmando a atribui¢do estereoquimica com alta confianca.

Nakamusina A

Nakamusina A (Figura 5) é um alcaloide hibrido do tipo 9-metiladenina-diterpenoide, isolado da esponja marinha
Agelas nakamurai (Demospongiae), coletada na costa de Taiwan. No estudo, os autores relataram a descoberta de trés novos
alcaloides dessa classe - Nakamusinas A, B e C - marcados por uma arquitetura estrutural rara e uma fusdo entre um nucleo
purinico (derivado da adenina) e um esqueleto diterpenoide altamente funcionalizado. Embora a Nakamusina A nédo tenha
demonstrado citotoxicidade significativa nas linhagens testadas, seu valor reside na inovacéo estrutural e no potencial como

modelo para desenvolvimento de conjugados bioativos baseados em nucleosideos (Fu et al., 2023).

Figura 5 - Formula estrutural da Nakamusina A.

Fonte: Autoria propria.
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A extracdo foi realizada com etanol, seguida por fracionamento utilizando particdo liquido-liquido, colunas de silica
gel, ODS, Sephadex LH-20 ¢ HPLC. A férmula molecular de Nakamusina A foi estabelecida como CzsH3sNeOs por
espectrometria de massas de alta resolugdo (HR-ESI-MS). A elucidacdo estrutural contou com uma abordagem combinada de
espectroscopia de RMN 1D e 2D (*H, 13C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY), revelando um nucleo adeninico N-glicosilado em
C-9 ligado a uma cadeia diterpenoide contendo grupos hidroxila, ésteres e duplas ligagdes conjugadas.

Devido a presenca de multiplos centros estereogénicos no fragmento diterpenoide, foi necessario empregar calculos de
deslocamentos quimicos por DFT (nivel B3LYP/6-31+G(d,p)) para diferentes estereoisbmeros. A aplicacdo do método
estatistico DP4+ foi fundamental para confirmar a configuracdo relativa: o isbmero atribuido apresentou probabilidade superior

a 98,7%, validando a proposta estereoquimica com seguranga.

Hypernumqulin A

(x)-Hypernumqulin A (Figura 6) é um alcaloide sesquiterpenoide quinolinico isolado da planta Hypericum monogynum
L. (Hypericaceae), conhecida na medicina tradicional chinesa por suas propriedades anti-inflamatérias, hepatoprotetoras e
cicatrizantes. No estudo, foram isoladas oito novas moléculas quirais racémicas, incluindo o composto (x)-Hypernumqulin A,
gue apresenta uma estrutura altamente inusitada e complexa, formada por uma rara reacédo de ciclizacdo intramolecular do tipo
[2+2] entre um fragmento sesquiterpenoide tipo germacrano e uma unidade quinolinica. Biologicamente, (—)-Hypernumqulin A
mostrou atividade citotxica potente contra células MCF-7 (ICso = 2,82 uM) e capacidade de induzir apoptose, regulando a
expressdo de Bax e Bcl-2. A originalidade estrutural e o potencial farmacolégico conferem grande valor a esse composto para

estudos posteriores (Dong et al., 2024).

Figura 6 - Formula estrutural da Hypernumqulin A.

Fonte: Autoria propria.

A extracdo foi realizada com etanol, seguida de particdo com solventes organicos e purificacdo cromatografica com
silica gel, ODS, Sephadex LH-20 e HPLC. A formula molecular foi determinada como C24H20NO: por espectrometria de massas
de alta resolucdo (HR-ESI-MS). A estrutura completa foi elucidada com base em dados de RMN 1D e 2D (*H, 3C, COSY,
HSQC, HMBC e NOESY), que revelaram um esqueleto pentaciclico do tipo 6/6/6/4/10 com alta densidade estereoquimica.

A separacdo dos enantidmeros foi realizada por HPLC em fase quiral, permitindo a obtengdo de (+)- e (-)-
Hypernumqulin A. A estereoquimica de um dos enantiémeros foi confirmada por cristalografia de raios X. Para os centros nao
definidos por difragdo, os autores utilizaram célculos de deslocamentos quimicos por DFT e aplicaram o método DP4+ para
determinar a configuracdo relativa. O isdbmero identificado apresentou probabilidade DP4+ > 99,5%, reforcando a validade da

estrutura atribuida.

Schizanthosida E1
Schizanthosida E1 (Figura 7) € um alcaloide derivado de pirrolizidina glicosilado, isolado da planta Schizanthus tricolor

(Solanaceae), endémica do Chile e tradicionalmente empregada na medicina popular por suas propriedades anti-inflamatérias e
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antimicrobianas. Foram isolados sete novos alcaloides, dentre os quais Schizanthosida E1 se destacou por sua estrutura incomum
e significativa atividade bioldgica antiparasitaria. Do ponto de vista farmacoldgico, Schizanthosida E1 demonstrou atividade
antiplasmodial moderada (ICso = 4,9 uM) contra Plasmodium falciparum, com baixa citotoxicidade, sugerindo potencial como

protdtipo para novos agentes antiparasitarios (Cretton et al., 2021).

Figura 7 - Formula estrutural da Schizanthosida E1.
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Fonte: Autoria propria.

O material vegetal (parte aérea da planta) foi extraido com metanol e as fragdes alcaloidicas foram submetidas a
sucessivas etapas de purificacdo utilizando cromatografia em coluna de silica gel, ODS e Sephadex LH-20, além de HPLC. A
formula molecular de Schizanthosida E1 foi estabelecida como CisH2sNOs por espectrometria de massas de alta resolugéo
(HRESIMS). A estrutura foi elucidada com base em dados de RMN 1D e 2D (tH, 33C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY), que
revelaram um nucleo pirrolizidinico do tipo retronecina com uma unidade de glicose ligada na posi¢do C-9, além de grupos
ésteres e hidroxila.

A complexidade estereoquimica do nucleo biciclico e a ligagdo glicosidica exigiram a aplicacdo de métodos
computacionais para definir a configuracgdo relativa dos centros quirais. Os autores realizaram célculos DFT dos deslocamentos
guimicos e aplicaram o método DP4+, que indicou com 99,8% de probabilidade a estereoquimica correta, confirmando a

estrutura proposta com alta confianca.

Taberbufamina A

Taberbufamina A (Figura 8) é um alcaloide do tipo iboga isolado da planta Tabernaemontana bufalina (Apocynaceae),
uma espécie tradicionalmente utilizada na medicina popular asiatica por suas propriedades anti-inflamatorias, antipiréticas e
analgésicas. Os autores relataram o isolamento de cinco novos alcaloides iboga, incluindo Taberbufamina A, notavel por seu
esqueleto indolizidino[8,7-b]indol inédito e alto grau de complexidade estereoquimica. Biologicamente, a Taberbufamina A
exibiu atividade citotoxica seletiva contra células de cancer hepatico HepG2 (ICso = 3,7 pM), com baixa toxicidade em células
normais, destacando-se como um candidato promissor para desenvolvimento de antitumorais naturais baseados em alcaloides
iboga (S.-Q. Chen et al., 2022).

Figura 8 - Formula estrutural da Taberbufamina A.

OH
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Fonte: Autoria propria.
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O processo de extracdo foi realizado com metanol, seguido por particdo com solventes orgénicos e fracionamentos
cromatograficos usando colunas de silica gel, ODS e Sephadex LH-20, além de purificagdo por HPLC. A férmula molecular foi
estabelecida como C22H26N20s por espectrometria de massas de alta resolu¢do (HR-ESI-MS). A estrutura planar foi elucidada
com base em analises de RMN 1D e 2D (*H, 3C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY), que revelaram a presenga de um sistema
de anéis fusionados 6/7/6/6 altamente funcionalizado, tipico de alcaloides iboga modificados.

Para determinar a configuracao relativa dos centros estereogénicos, especialmente nas juncGes de anel, foram realizados
calculos tedricos de deslocamentos quimicos via DFT (nivel B3LYP/6-31G*), sequidos da aplicacdo do método estatistico DP4+.
Quatro possiveis estereoisdmeros foram comparados, e o isbmero correspondente a Taberbufamina A apresentou probabilidade
DP4+ superior a 98,5%, confirmando a configuracdo com alto grau de confianca.

Lycibarbarina A

Lycibarbarina A (Figura 9) é um alcaloide tetra-hidroguinolinico inédito isolado dos frutos de Lycium barbarum L.
(Solanaceae), popularmente conhecido como “goji berry”, utilizado na medicina tradicional chinesa por seus efeitos
neuroprotetores, antioxidantes e imunomoduladores. Recentemente foram isolados trés novos alcaloides espiro-heterociclicos,
denominados Lycibarbarinas A-C, entre os quais a Lycibarbarina A se destacou por sua complexidade estrutural, pois sua
estrutura inovadora representa um modelo promissor para investigacdo de compostos neuroativos naturais e para 0

desenvolvimento de novos alcaloides com atividade no sistema nervoso central (Chen et al., 2021).

Figura 9 - Formula estrutural da Lycibarbarina A.
CHO

Fonte: Autoria propria.

A extracdo foi realizada com etanol, seguida de particio com cloroférmio e n-butanol, e posterior purificacdo
cromatografica com silica gel, ODS e HPLC. A féormula molecular foi determinada como CisH21NOa por espectrometria de
massas de alta resolucdo (HR-ESI-MS). A estrutura planar da molécula foi elucidada com base em dados de RMN 1D e 2D (*H,
13C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY), que revelaram um sistema espiro incomum entre um anel tetra-hidroquinolina e uma
unidade diidrofuranona.

Devido a presenca de trés centros estereogénicos, a determinacéo da configuracéo relativa foi desafiadora. Os autores
realizaram calculos DFT de deslocamentos quimicos (nivel B3LYP/6-31G*) para 0s possiveis estereoisomeros e aplicaram o
método DP4+. O isbmero atribuido a Lycibarbarina A apresentou probabilidade DP4+ de 99,2%, confirmando a estereoquimica
com alto grau de confianca. A validacdo adicional foi obtida por comparagdo de espectros ECD experimentais e simulados,
reforcando a atribuicdo da configuracdo absoluta.

Ethylmethylcrotalina
Ethylmethylcrotalina (Figura 10) é um alcaloide pirrolizidinico macrolactdnico isolado da planta Crotalaria paulina

(Fabaceae), conhecida por produzir compostos biologicamente ativos, incluindo pirrolizidinas com potencial citotéxico. No
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estudo, os autores investigaram a composicdo alcaloidal da espécie e relataram o isolamento de seis alcaloides, sendo
Ethylmethylcrotalina o mais inédito e estruturalmente interessante devido a sua rara modificagéo no grupo éster da cadeia lateral.
A Ethylmethylcrotalina demonstrou atividade citotoxica seletiva contra células de adenocarcinoma de mama (MCF-7) com ICso
inferior a 10 uM, destacando-se como um candidato promissor para estudos antitumorais envolvendo pirrolizidinas naturais
(Baia et al., 2023).

Figura 10 - Férmula estrutural da Ethylmethylcrotalina.

., H = OH

Fonte: Autoria propria.

O material vegetal foi coletado no cerrado brasileiro, seco e pulverizado, sendo submetido a extracdo com metanol. As
fracOes alcaloidicas foram obtidas por parti¢do acido-base e purificadas por cromatografia em coluna com silica gel e HPLC. A
férmula molecular de Ethylmethylcrotalina foi determinada como CisH20NOs por espectrometria de massas de alta resolugéo
(HRESIMS). A estrutura foi elucidada por RMN 1D e 2D (*H, $3C, COSY, HSQC, HMBC e NOESY), revelando o esqueleto
tipico de retronecina com um anel macrolactona de 12 membros, contendo uma cadeia lateral etilmetil-substituida em C-9.

A complexidade na configuracdo relativa dos centros quirais, especialmente na regido do macrolactona, motivou a
aplicacdo de calculos de deslocamentos quimicos via DFT (nivel B3LYP/6-31G*) e 0 uso do método DP4+. Foram avaliados
quatro possiveis diastereoisdbmeros, sendo o isbmero CS3 o que apresentou probabilidade DP4+ de 99,9%, validando a proposta
estrutural com alta confianca.

3.1 Comparagdo dos Resultados

Todos os estudos utilizaram célculos de deslocamentos quimicos baseados na DFT, predominantemente no nivel
B3LYP/6-31G*, com algumas variagdes como a inclusdo de fun¢es de polarizagdo (B3LYP/6-31+G(d,p)) para compostos mais
complexos, como Menisperdaurina A e Nakamusina A. As probabilidades obtidas pelo DP4+ variaram de 97% a 99,9%,
refletindo alta confianca na atribuicéo estereoquimica realizada (Tabela 1). Essa consisténcia estatistica confirma a robustez do
método na diferenciacao de estereoisdmeros, mesmo em alcaloides com estruturas complexas contendo multiplos centros quirais
e grande flexibilidade conformacional.
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Tabela 1 - Parametros Computacionais e Técnicas Complementares na Determinacao Estereoquimica de Alcaloides Complexos
por DP4+ entre 2021 a 2024.

Molécula Nivel de Teoria Prob. DP4+ Técnicas Adicionais
Menisperdaurine A B3LYP/6-31+G(d,p) 99,89% RMN 2D, NOESY, ECD
(+)-Yanhusamida A B3LYP/6-31G* 99,88% NOESY, ECD, Cristalografia de raios X
Sophaloseedlina | B3LYP/6-31G* 97% NOESY

Pingbeimina D B3LYP/6-31G* 99,5% NOESY, RMN 2D
Nakamusina A B3LYP/6-31+G(d,p) 98,7% ECD, NOESY
(%)-Hypernumqulin A B3LYP/6-31G* 99,5% Cristalografia de raios X, ECD
Schizanthosida E1 B3LYP/6-31G* 99,8% NOESY, RMN 2D
Taberbufamina A B3LYP/6-31G* 98,5% NOESY, RMN 2D
Lycibarbarina A B3LYP/6-31G* 99,2% NOESY, ECD
Ethylmethylcrotalina B3LYP/6-31G* 99,9% NOESY, RMN 2D

Fonte: Autoria propria.

Além do DP4+, todos os estudos incorporaram técnicas espectroscépicas complementares, como RMN 2D (COSY,
HSQC, HMBC), NOESY e, em alguns casos, dicroismo circular eletrénico (ECD) ou cristalografia de raios X. Esses dados
demonstram que o DP4+ tem se consolidado como ferramenta confidvel e cada vez mais integrada aos protocolos de elucidacao
estrutural de produtos naturais. Sua combinacdo com outras abordagens experimentais assegura uma determinacao
estereoquimica precisa, essencial para o avanco da quimica de alcaloides e do desenvolvimento de novos farmacos derivados

desses compostos.

4. Concluséo

O presente artigo de revisdo destacou o papel central do método DP4+ na determinagdo estereoquimica de alcaloides
naturais com estrutura complexa entre os anos de 2021 e 2024. A anélise das moléculas de origem vegetal e marinha revelou
gue, mesmo diante de estruturas altamente complexas, com multiplos centros estereogénicos e sistemas ciclicos incomuns, o
DP4+ demonstrou excelente desempenho na diferenciacdo de isdbmeros e na confirmagéo de estruturas.

A confiabilidade estatistica do método, quando associada a célculos de RMN tedrica por DFT, permitiu a validag&o de
configuracBes estereoisoméricas com altas probabilidades (acima de 95% em todos os casos analisados). Essa capacidade é
especialmente valiosa quando outras técnicas, como difracdo de raios X ou ECD, néo estdo disponiveis ou sdo inconclusivas.
Além disso, os compostos estudados apresentaram uma ampla variedade de atividades biolégicas, incluindo efeitos citotoxicos,
anti-inflamatérios, antiparasitarios e neuromoduladores. 1sso reforca o papel dos alcaloides como fontes promissoras de novos
farmacos e a importancia de métodos precisos para sua caracterizagdo. Portanto, 0 DP4+ consolida-se como uma ferramenta
indispensavel na quimica de produtos naturais, especialmente quando se busca integrar rigor estrutural com potencial
farmacoldgico. Espera-se que sua aplicagdo continue a crescer nos proximos anos, especialmente com os avangos em métodos

de simulagdo e analise estatistica.
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