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RESUMO

O maleato de enalapril ¢ um pro-farmaco anti-hipertensivo de éster etilico que apresenta
duas formas cristalinas (forma I e forma II). Uma rede de ligagdes de hidrogénios esta
presente em ambas as estruturas cristalinas e desempenha um papel importante no
empacotamento dos dois polimorfos. O maleato de enalapril apresenta uma alta
suscetibilidade a sofrer reagdes de degradagdo, quando exposto a condigdes de alta
umidade, temperatura e alteragdes de pH. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito do
maleato na estabilidade estrutural do estado sélido do maleato de enalapril. O processo
de transferéncia de carga e a mobilidade do proton (H") entre as moléculas de enalapril
e maleato foram demonstrados por meio de modelagem molecular e calculos de dinamica
molecular. As analises mostraram que em ambas as estruturas cristalinas, as por¢des da
molécula que exibiram uma maior densidade eletronica e indicam a ocorréncia das
ligacdes de hidrogénios, coincidem com os grupos funcionais que sdo mais propensos a
sofrerem reagdes quimicas que causam a degradac¢ao do maleato de enalapril. Isto explica
a razdo pela qual as estruturas cristalinas do maleato de enalapril conferem mais
estabilidade ao farmaco. Finalmente, as analises de modelagem supramolecular e os
calculos de CPMD foram aplicados para avaliar a estrutura eletronica do maleato de
enalapril e o processo de transferéncia de prdotons. Estas analises demostraram a
transferéncia de carga do enalapril para o maleato, bem como a mobilidade do préton

(H") entre as duas moléculas no estado cristalino.

Palavras-chave: maleato de enalapril, superficie de Hirshfeld, andlise estrutural,
transferéncia de carga.



ABSTRACT

Enalapril maleate is an antihypertensive ethyl ester pro-drug with two crystalline
forms (form I and form II). A network of hydrogens bond is present in both crystal
structures and plays an important participation in the packing of two polymorphs.
Enalapril maleate presents high susceptibility to undergo degradation reactions, when
exposed to conditions of high humidity, temperature, and pH changes. This work
evaluates the effect of maleate on the structural stability of enalapril maleate solid state.
The charge transfer process and the mobility of the proton (H") between enalapril and
maleate molecules was demonstrate using supramolecular modeling analyses and
molecular dynamics calculations. The analyses showed that in both crystalline structures,
the moieties of the molecule that exhibited a higher electronic density, and indicate the
occurrence of the hydrogens bonds, coincide with the functional groups that are more
likely to suffer chemical reactions and cause the degradation of the enalapril maleate,
which explains why the crystalline structures of enalapril maleate confer more stability
to the drug. Finally, the supramolecular modeling analyses and CPMD calculations, was
applied to evaluate the electronic structure of enalapril maleate and the transfer proton
process. These analyses showed the charge transfer from enalapril to maleate as well as

the mobility of the proton (H") between the two molecules in the crystalline state.

Keywords: enalapril maleate, Hirshfeld surface, structural analysis, charge transfer.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica de moléculas dispostas de forma ordenada em

um arranjo cristalino em (a) e dispostas de forma aleatéria em um solido amorfo em

() TSRS RSRI 14
Figura 2. Representacdo de cela unitaria e da rede cristalina............cocoeveevienienienenne 17
Figura 3. Representagao das redes de Bravais.........ccccoevveeeeiieeiiieeciieeieecee e 18

Figura 5. Representacao esquematica para a Lei de Bragg........ccceevvvevveeeciiiecnieens 21

Figura 6. Representagdo esquemadtica de um modelo de mapa de densidade

CLETIOMICA. 1.ttt ettt ettt et e bt et sttt et e a e bt et sae e 23
Figura 7. Esquema representativo da acao farmacolégica do enalapril..................... 30

Figura 8. Esquema representativo dos mecanismos de degradacdo do maleato de

ENALAPTILL ...ttt ettt et e b e enbeetaeenbaens 33

Figura 9. Elipsoides térmicos dos atomos ndo-H com nivel de probabilidade de 50%

daTOrmMa L AO ME. ... oo et e e e e e e e e e 40

Figura 10. Ligagdes de hidrogénio na (a) forms I a na (b) forms II. Anélise de HS para
a(c)formale(d)formall...... ..o e 42

Figura 11. (a) Interagdes da forma I (b) Analise de shape index da forma I — as regides
fortemente destacadas em tom alaranjado sobre o anel aromatico do enalapril assim
como sobre o carbono C21 do maleato, correspondem as interagdes C-H--w e C-H---C

TESPECHIVAITICIIE. ......vveeeeiiieeeiiieeeiteeeeiieeestaeeetaeeesaeesseeessseeeasseeeasseeesseeasseesnsseesnsseesnseens 44

Figura 12. Participagao das interagdes O---H e C---H no empacotamento cristalino da

forma I do maleato de enalparil............ccceeriiiiiiiiiiiiieieeee e 45

Figura 13. Variacdes na posicdo do atomo de hidrogénio para a realizacdo dos
calculos tedricos. Observamos em (a) o hidrogénio do maleato, que ocupa uma posi¢ao
central, voltado em dire¢do a carbonila e em (b) o hidrogénio da carboxila

descentralizado, posicionado na extremidade da molécula..............ccoevreiieniiennnnen. 47



Figura 14. Localizacdo e numeracao dos pontos criticos € dos caminhos de ligagdo

NOS SISTEMAS AVALTAGOS. ..eeveeeeiieeieeeeeeeeeeeeeee ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeseneeaseseseseeesnenensnsnnnnes 48

Figura 15. Orbitais de fronteira para as conformagoes (a) MEcs, b) MEcg, ¢c) MEds e

Figura 17. (a) Sistema MEc, com o hidrogénio do maleato centralizado e voltado em
direcdo a carbonila. (b) Sistema MEd, com hidrogénio do maleato em posi¢do

AESCENITAIIZAAA .o 55

Figura 18. FDR centrado no &tomo O7 com os hidrogénios do sistema (a) MEc e do

sistema (b) MEd a 300K . ... e, 56

Figura 19. TMR para o 4tomo O7 com os hidrogénios do sistema (a) MEc e do

sistema (b) MEd @ 300K.........c.oooiiieiiiece ettt 57

Figura 20. Evolucao das distancias entre os atomos N1-H e O7-H do (a) sistema MEc

e do (b) sistemaMEd @300 K..........ooooiiiiiiiiiieeee e 58

Figura 21. RDF centrado no d&tomo O8 com hidrogénios do sistema (a) MEc e (b)
MEQ @ 300K ...ttt ettt ettt nneenee 59

Figura 22. TMR para o atomo O8 com os hidrogénios do sistema (a) MEc e do sistema

(D) ME 300K ... e e e 59



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Os sete sistemas cristalinos e suas respectivas métricas para cada vetor que constitui

A CELA UIIEATIA. c...eeeii ittt ee ettt e e e s e e e eeeesesseaateeeesssssateeeesssssassseeesssssnnnns 16

Tabela 2. Formacao da impureza DKP antes do periodo de incubagdo para estudos de
estabilidade (TO) e apds 1 més de incubagao das formulacdes contendo as formas I e

IT do maleato de enalapril e o agente estabilizador bicarbonato de sddio................... 34
Tabela 3. Dados cristalograficos das formas [ e Il do ME...........c.ccccoeiieniiniinnnnnne 41

Tabela 4. Distancias e angulos das interagdes da forma I do maleato de

ENALAPTILL ...t ettt e et esabeetaeenbaens 43

Tabela 5. Distancias e angulos das ligacdes de hidrogénio, Densidade eletronica
(p(r)), Densidade de energia ( H[p(r)]), Laplaciano da densidade eletronica
(V2[p(r)]), Densidade de energia potencial (V[p(r)]) e densidade eletronica cinética
(G[p(r)]) referentes aos valores de BCPs ao nivel de teoria M062x/6-311++G**......49



LISTA DE ABREVIACOES

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BCP — Bond Critical Point

CCDC — Cambridge Crystallographic Database Centre
CIF — Crystallographic Information File

CSD — Cambridge Structural Database

CP — Critical Point

DMCP — Dinamica Molecular de Carr-Paririnello
DKP - Dicetopiperazina

DFT — Density Functional Theory

ECA — Enzima Conversora de Angiotensina

ESP — Electrostatic Potential Surface

ET — Enalaprilato

HS — Hirshfeld Surface

HOMO - Highest Occupied Molecular Orbital
ICDD - International Centre for Diffraction Data
LUMO — Lowest Occupied Molecular Orbital

ME — Maleato de enalapril

MRT — Mean Residence Time

RDF — Radial Function Distribution

QTAIM — Quantum Theory of Atoms in Molecules
TF — Transformada de Fourier

UEG — Universidade Estadual de Goias

vdW - van der Waals



1. INTRODUQGAO ..ottt 12
2. O Estado SOlido Cristalino..........ccoeevieriiniiniiiienieeeese et 14
3. TOPICOS DA METODOLOGIA CRISTALOGRAFICA. .........coovviemereererercrnnnn, 16
3.1 Cela Unitaria € STMELIIA ...c..eeeuvieiiieiieeiieeiie ettt ettt siee s e saeeens 16
3.2 Difragao de Raios X ....ccuviiiiiiiiiii et 19
3.3 Transformada de FOUTIET ........c.ooiiiiiiiiiiiiiiec e 21
4.0 ESTADO SOLIDO E FORMULACOES FARMACEUTICAS.........coocvvevvernnn. 27
4.1 Polimorfismo de FAMACOS ......ccuevuieiiiiiiieieriesiteeeeetee e 28
4.2 A Utilizagao de Sais, Contraions, Hidratos ou Solvatos ............cccceueeeeecvieeeennnen. 29
5. MALEATO DE ENALAPRIL .....cooiiiiieiteeeeeee ettt s 30
5.1 Estruturas Cristalinas do Maleato de Enalapril ............cccccoeeeiiiiiiiiiiieiieccies 31
5.2 Estabilidade do Maleato de Enalapril no Estado SOlido...........cccccceeviiiiiennnnnnnn. 32
6. ANALISE COMPUTACIONAL ......rvimriimrireiseeiseesseessesssesssessssesssessss oo 35
6.2 Andlise da Superficie de HirsAfeld ................ccoooeevuieiienieiiieiieeiiesieeie e 35
6.3 Modelagem Supramolecular............cccuiieiiiiiiiieciiiece e 36
6.4 DIndmica MOIECULAT ........ooiuiiiiiiiii e 38
7. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oomoveeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
7.1 Descrigao do eStado SOLIAO .......eeeviiiiiiiiciie e 40
7.2 Andlise de Modelagem Supramolecular.............ccoocueevieniieiieniieeiienieeieecie e 45
7.3 Célculos de Dindmica Molecular .........c.ccooeviiniiiiiniiniiienieeceeeee e 55
9. REFERENCIAS ..ottt s 61

LO.ANEXO ot 69



12

1. INTRODUCAO

A grande maioria dos farmacos comercializados atualmente se encontram no estado s6lido
cristalino, podendo se manifestar na forma de solvatos, hidratos ou co-cristais (AULTON; TAYLOR,
2013). Neste sentido, a metodologia cristalografica possibilita a obten¢do de informagdes relevantes
relacionadas as caracteristicas intrinsecas da substancia no estado solido. Isto se deve ao fato dos
experimentos cristalograficos fornecerem dados importantes a respeito das moléculas e como elas se
organizam energeticamente ao interagirem umas com as outras. Estes dados se dao através de
informacdes como a posicdo dos atomos, a densidade eletronica, a forga das interacdes e ligagdes
quimicas, bem como seus angulos, distancias e comprimentos (BERNSTEIN et al., 2010).

A partir destas informacdes ¢ possivel, por exemplo, inferir quais sdo as regides da molécula
que apresentam maior reatividade quimica, delinear o mapa topologico supramolecular da estrutura
e avaliar outros dados a respeito da estrutura cristalina (SPACKMAN et al., 2021). Deste modo,
obtém-se bases fundamentadas que explicam de forma coerente o comportamento fisico-quimico de
um determinado farmaco no estado cristalino. Assim, ¢ possivel o desenvolvimento racional de um
medicamento que apresenta formulacao compativel com as caracteristicas fisico-quimicas do insumo
farmacéutico ativo aliada a um processo de fabricacdo robusto, que assegura a manutengao dos
requisitos da qualidade do produto, como por exemplo um bom desempenho em estudos de
estabilidade, taxas de dissolugdo adequadas e teor dentro dos limites preconizados (BERNSTEIN,
2020).

Cristais de compostos farmacéuticos podem exibir polimorfismo, que ¢ definido como a
habilidade de uma substancia existir no estado s6lido com duas ou mais fases cristalinas que exibem
diferentes empacotamentos ou conformacdes de moléculas na rede cristalina. Devido a estas
diferentes conformagdes e interagdes intermoleculares, os polimorfos de um farmaco podem
apresentar grande distingdo em propriedades fisico-quimicas (BERNSTEIN, 2020).

O enalapril ¢ um pro-farmaco éster etilico amplamente utilizado para tratar insuficiéncia
cardiaca e doencas renais cronicas assim como reduzir a pressdo arterial em pacientes hipertensos,
diminuindo a resisténcia vascular sist€émica sem comprometimento dos reflexos cardiovasculares
(SMEETS et al., 2020). Entretanto, existe uma lacuna significativa de informagao sobre a
farmacocinética e a farmacodinamica (GOMEZ et al., 1985) a qual demanda estudos abrangentes
sobre a transferéncia de carga entre o maleato e o enalapril (ME). Apo6s a administra¢do oral,
aproximadamente 60 a 70% do enalapril ¢ absorvido antes de sofrer hidrolise através de

carboxilesterases hepaticas para formar o enalaprilato (ET) — um potente inibidor da enzima
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conversora de angiotensina (ECA). O pico sérico das concentragdes de enalaprilato ¢ atingido 4 horas
apos a administragdo oral com uma meia-vida terminal prolongada (>30 horas) devido a forte ligagdo
do enalaprilato a enzima conversora da angiotensina (SMEETS et al., 2020).

No estado solido cristalino, o maleato de enalapril exibe duas fases cristalinas distintas (forma
I e forma II). A forma I, a primeira a ser depositada no banco de dados cristalografico Cambridge
Structural Database (CSD) mantido pelo Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), foi
elucidada por Précigoux e colaboradores em 1985 utilizando a metodologia de difragdo de raios-x de
monocristal e publicada em 1986 (PRECIGOUX et al., 1986). Ja a forma II foi elucidada e teve seu
deposito estrutural realizado em 2003 por Kiang e colaboradores, onde foi empregada a técnica de
difracdo de raios-x de policristais para obten¢do das informagdes cristalograficas da estrutura. Este
ultimo trabalho apresentou ainda um estudo tedrico comparativo entre as formas I e II do maleato de
enalapril a respeito de suas respectivas energias de rede cristalina. Como resultado, os autores
concluiram que a forma II ¢ ligeiramente mais estdvel que a forma I ao apresentar uma energia de
empacotamento cristalino 0,6 kcal/mol maior (KIANG et al., 2003a). Estes dados ainda
corroboraram com o estudo comparativo entre os polimorfos do maleato de enalapril publicado por
Ip e colaboradores em 1986 que, através de dados experimentais calorimétricos, demonstraram
resultados semelhantes aos dados tedricos obtidos por Kiang em 2003 (IP ° et al., 1986).

Apesar de exibir uma alta solubilidade e boa estabilidade fisico-quimica em condig¢des
normais de temperatura e pressao, as duas formas polimorficas do maleato de enalapril apresentam
grande susceptibilidade em sofrer reacdes de degradacdo através de mecanismos de ataque
eletrofilico seguido de ciclizagdo e hidrélise quando expostas a condi¢des de elevada umidade,
temperatura e mudancas de pH. Neste sentido, sabe-se que a ciclizagdo e hidrdlise deste farmaco,
ocorrem no grupamento etil-éster, levando a formagdo da impureza enalaprilato, que ¢ um acido
livre, ou a ciclizagdo em um derivado da dicetopiperazina. Ambos os produtos de degradacao sao
considerados impurezas (BOUT; VROMANS, 2022a; IP; BRENNER, 1987a; SU et al., 2021a).

E conhecido que as ligagdes de hidrogénio desempenham um papel importante na rede
cristalina de ambos os polimorfos do maleato de enalapril e que a interagdo entre a molécula de
enalapril e maleato ocorre através do mecanismo de transferéncia de carga. Neste sentido, o melhor
entendimento deste mecanismo possibilita aos formuladores o desenvolvimento de tecnologias
farmacéuticas que visam condicionar a manuten¢do desta transferéncia e assim assegura a

estabilidade da estrutura cristalina do farmaco durante o processo de fabricagao e no medicamento.



14

Tendo em vista as informagdes apresentadas, este trabalho busca avaliar o efeito do maleato
na estabilidade estrutural do ME no estado sdlido. O processo de transferéncia de carga e a
mobilidade do proton (HY) entre as moléculas de enalapril e maleato foram demonstrados por meio

de modelagem molecular e calculos de dinamica molecular.

2. O Estado Soélido Cristalino

A cristalografia a partir da difracdo de raios X ¢ uma metodologia utilizada para o estudo da
estrutura molecular e cristalina de diversos compostos quimicos. Através de fundamentos como a
simetria, o fenomeno da difracdo e a Transformada de Fourier (TF), € possivel a constru¢ao de um
modelo quimico com informagdes sobre a disposi¢ao espacial dos &tomos em uma molécula e/ou em
uma estrutura cristalina. Desta forma, a cristalografia pode ser aplicada de forma interdisciplinar em
varias areas da ciéncia, como a quimica, fisica, biologia molecular, farmacologia, tecnologia
farmacéutica, mineralogia e engenharia de materiais (WATKIN, 2010; WOOLFSON; ROBINSON,
1997).

O estado solido da matéria pode ser classificado em duas categorias: o estado sélido cristalino,
que se trata do estado de menor energia e onde a posi¢cdo dos d&tomos e moléculas no cristal apresentam
um padrao de distribuicdo tridimensional; e o estado s6lido amorfo, em que os atomos e moléculas
estdo dispostos de maneira aleatoria, desta forma nao existe uma periodicidade para o arranjo
molecular, conforme esquematizado na Figura 1.1.1 (ATKINS et al., 2018; BORCHARDT-OTT,
2012).

Figura 1. Representacio esquematica de moléculas dispostas de forma ordenada em um arranjo cristalino

em (a) e dispostas de forma aleatéria em um so6lido amorfo em (b)
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O arranjo interno dos 4atomos e moléculas de um cristal apresenta um alto grau de
ordenamento, de forma que permite um extenso alcance tridimensional a partir de um determinado
ponto, sendo idéntico em qualquer outro ponto equivalente(BERNSTEIN et al., 2010). Esta maneira
de se organizar energeticamente possibilita, através da metodologia cristalografica, a elucidacao de
uma determinada estrutura molecular bem como das interagdes atdmicas envolvidas no arranjo
estrutural de uma substancia, incluindo dados como adngulos, comprimentos das liga¢des e distancia
interatomicas (GIACOVAZZO et al., 2011).

Além disso, € possivel ainda compreender o arranjo supramolecular das moléculas bem como
as interagdes intermoleculares envolvidas no empacotamento cristalino. Essas informagdes auxiliam
na compreensdo de diversas propriedades fisico-quimicas e biologicas dos compostos no estado
solido cristalino, como por exemplo a estabilidade e reatividade quimica, a solubilidade, atividade
farmacologica ou toxicoldgica, comportamento térmico, dentre outras caracteristicas que possuem
inimeras aplicacdes nas mais variadas areas do conhecimento (BERNSTEIN, 2020; BERNSTEIN et
al., 2010).
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3. TOPICOS DA METODOLOGIA CRISTALOGRAFICA

3.1 Cela Unitaria e Simetria

A cela unitaria ¢ a menor unidade volumétrica que se repete em um cristal, portanto carrega
todas as informacodes estruturais do estado solido cristalino. A métrica da cela unitaria é constituida
pelos seguintes parametros: a, b e ¢, que sdo vetores unitdrios linearmente independentes ndo
coplanares; e a, f e y, que sdo os angulos formados entre os vetores da cela unitéria: o - entre b e ¢; S
-entreaec; e y-entre ae b (BERNSTEIN ef al., 2010; STOUT et al., 1990). Os valores que estes
pardmetros podem assumir e combinarem entre si permite a existéncia de apenas sete sistemas
cristalinos em que a cela unitaria pode se enquadrar, os quais sao mostrados na Tabela 2.1.1(BLAKE

et al., 2009; FERNANDES et al., 2010).

Tabela 1. Os sete sistemas cristalinos e suas respectivas métricas para cada vetor que constitui a cela unitaria.

Sistema cristalino Métrica dos vetores
Triclinico azb#c;a#P#y#90°
Monoclinico azb#c;a=y=90° B #90°
Ortorrdmbico azb#c;a=pf=7y=90°
Tetragonal a=b#c;a=pf=y=90°
Trigonal ou Romboédrico a=b#c;a=p=90°y=120°
Hexagonal a=b#c;a=p=90°vy=120°
Cubico a=b=c;a=pf=y=90°

A simetria translacional € a repeticdo tridimensional e periddica da cela unitaria no cristal por
meio de eixos de translacdo. Considerando que a simetria translacional ¢ uma caracteristica
fundamental no estado s6lido cristalino, um cristal pode ser definido como a repeti¢ao tridimensional
por translagdo da cela unitaria (STOUT et al., 1990). Para a metodologia cristalografica através da
difracdo de raios X, esta ¢ uma propriedade fundamental do estado cristalino, pois possibilita que este
funcione como uma rede de difragao dos raios X. Assim, através das operacdes matematicas de
simetria, ¢ possivel caracterizar um monocristal a partir de uma unidade fundamental (BLAKE ef al.,

2009; STOUT et al., 1990).
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Sabendo que a cela unitaria ¢ a menor unidade volumétrica que se repete em uma estrutura
cristalina, pode se assumir que o padrao de difracao por ela apresentado ¢ equivalente ao padrao de
difracdo do cristal como um todo. Portanto, a cela unitaria guarda toda a informacao estrutural de
uma forma cristalina, permitindo a andlise da “parte pelo todo” (BERNSTEIN et al., 2010;
GIACOVAZZO et al., 2011).

Decorrente da simetria translacional, tem-se a rede ou reticulo cristalino, que constitui o
modelo representativo de um cristal, conforme representado na Figura 2.1.1 (BERNSTEIN et al.,
2010). As redes cristalinas sdo formadas por um conjunto de pontos, os quais podem ter diferentes
posi¢oes na cela unitaria. Quando estes pontos se localizam apenas nos vértices da cela, tem-se uma
cela unitaria denominada do tipo primitiva, cuja representacdo ¢ dada pela letra P. J4 quando o ponto
¢ encontrado no centro, a cela unitaria ¢ chamada de cela de corpo centrado, representada pela letra
I. Para pontos que se encontram nas faces da cela, tem-se as faces centradas, representada pela letra
F. Quando estes estdo centrados apenas na face A, B ou C, sdo representados pelas respectivas letras

(GIACOVAZZO et al., 2011).

Figura 2. Representacdo de cela unitaria e da rede cristalina

// P 4
& A1
N ‘ A ) 5 p — > Ponto de rede
A
Cela Unitisi : )" /f/7 Y
ela Unitaria
| Rede Cristalina )

O padrao de vizinhanga das celas unitarias dado a partir de parametros topoldgicos e, as
diferentes possiveis combinagdes das simetrias de rede primitiva com os tipos de centragem de cela,
possibilitam a existéncia de apenas 14 resultados distintos, chamados 14 redes de Bravais. Estes 14
tipos de redes cristalinas, podem ser observados na Figura 2.1.2 (BLAKE et al, 2009;
GIACOVAZZO et al., 2011)
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Figura 3. Representagdo das redes de Bravais.
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No interior da cela unitaria, existe uma porcao estrutural Uinica que pode ser constituida de um
fragmento de uma molécula, uma molécula ou um grupo de moléculas, denominada unidade
assimétrica. A repeticao periodica de uma unidade assimétrica em torno de um ponto na cela unitaria
¢ chamada simetria pontual, também conhecida como simetria de Laue. Portanto, a cela unitéria e sua
simetria pontual constituem os fundamentos cristalograficos que possibilitam a constru¢do de um
modelo esquematico tridimensional que elucidam uma estrutura cristalina (BERNSTEIN ez al., 2010;
LADD; PALMER, 2013).

A simetria pontual ¢ definida por operagdes matematicas realizadas em torno de um ponto.
Essas operagdes, conhecidas como operacdes de simetria, sdo classificadas em operacdes proprias e
operagdes improprias. As operagdes proprias estio relacionadas ao giro ou simplesmente rotagdes em
uma ordem de 360°, onde a configuracdo inicial da molécula ¢ mantida. Ja as operagdes improprias
s30 uma combinacao de uma rotacdo com uma imagem espelhar ou com um centro de inversao, desta
forma ocorrem mudangas na quiralidade da molécula (GIACOVAZZO et al., 2011). A combinagdo
de todas as possiveis operagdes de simetria, proprias e improprias, para uma determinada molécula
levam a existéncia de 32 grupos pontuais (GIACOVAZZO et al., 2011; LADD; PALMER, 2013).

Por fim, ao considerar a combinacao das 14 redes de Bravais com os 32 grupos pontuais

descritos anteriormente, originam-se 73 grupos espaciais simorficos. Considerando ainda os possiveis
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deslizamentos, tem-se 157 grupos espaciais que, somados, totalizam 230 grupos espaciais nos quais
toda a matéria cristalina pode ser classificada (GIACOVAZZO et al.,2011). A representacdo de todos

os 230 grupos espaciais pode ser encontrada na International Tables of Crystallography - Volume A.

3.2 Difracao de Raios X

Conforme discutido em topicos anteriores, a compreensao das posicoes dos atomos e
moléculas, bem como seu arranjo estrutural em uma forma cristalina ¢ fundamental para o
entendimento das propriedades fisico-quimicas e biologicas de um composto. Para visualizar a
matéria em nivel atdmico seria necessaria uma tecnologia microscopica com resolucdo otica no
comprimento de onda entre 0,5 ¢ 2,5 A, que corresponde ao comprimento de onda das dimensdes
atoOmicas. Porém, tal tecnologia ¢ incompativel com o comprimento de ondas visivel ao olho humano,
uma vez que a mesma se encontra entre 4000 e 7000 A. Desta forma, mesmo que uma tecnologia de
microscopia Otica com resolu¢do atomica fosse desenvolvida, ainda assim, ndo seria possivel
enxergar, por exemplo, a distribui¢do dos 4&tomos em um composto quimico, ja que o comprimento
de onda a ser visualizado ¢ incompativel com a visao humana (NAPOLITANO et al., 2007).

Para solucionar este problema, tem-se a metodologia de difracao dos raios X que sdo radiagdes
eletromagnéticas com comprimento de onda entre 0,1 e 100 A, sendo, portanto, da mesma ordem das
distancias interatdomicas. Experimentalmente, os raios X sao obtidos através da colisdo de um feixe
de elétrons com um alvo metdlico apds ser acelerado por um campo eletromagnético, sendo uma
radiacdo eletromagnética de alta energia. Para os experimentos cristalograficos, o feixe de raios-x
obtido deve banhar a amostra por completo; ser monocromatico, devido ao comportamento
monocromador que os cristais apresentam; ¢ colimado para a obtengdo de um melhor contraste da
imagem obtida experimentalmente (LADD; PALMER, 2013).

Quando a radiagdo de raio-X entra em contato com a matéria, sao observados de trés
fenomenos: absor¢ao, emissao e espalhamento. No contexto da cristalografia, destaca-se o fendmeno
do espalhamento, que ¢ tido como a radiagdo liberada pelas cargas energéticas que sdo aceleradas sob
acdo do campo elétrico da onda incidente. Quando este fenomeno ¢ combinado com o fendmeno da
interferéncia construtiva, origina-se um fenémeno secundario, chamado difracdo (NAPOLITANO et
al., 2007; STOUT et al., 1990). Em uma estrutura cristalina, além da interferéncia construtiva, o
fendmeno de difracdo ocorre também por conta do desvio entre a radiacdo emitida e o campo elétrico
dos elétrons presentes na estrutura molecular do cristal. Estes, por sua vez, constituem espalhadores

pontuais da onda eletromagnética.
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Ressalta-se que, devido a simetria interna do cristal, obtém-se um padrao de difracdo ao
incidir os raios-X sobre a matéria cristalina, comprovando o elevado grau de ordenamento
tridimensional interno de um cristal, conforme pode ser observado no esquema representado na Figura
2.2.1. Desta forma, o padrdo de difracdo dos raios-X obtido possibilita a elucidagdo do arranjo
atomico e molecular dos sistemas cristalinos (BERNSTEIN et al., 2010).

O monocristal em que o raio X ¢ incidido e espalhado ¢ denominado espago direto, e o padrao
de difracao resultante forma o chamado espago reciproco ao espago direto. A localizacao atdmica no
espago direto ¢ definida por um vetor r = xa + yb + zc, enquanto no espago reciproco, tem-se o vetor

espalhamento S = ha* + kb* + Ic* * (BERNSTEIN et al., 2010; STOUT et al., 1990).

Figura 4. Representacdo esquematica de um experimento de difragdo de raios X.
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Tela fotografica

No ano de 1923, William Lawrence Bragg demonstrou que a distribuicdo angular da radiagdo
espalhada pode ser entendida através de uma lei simples, denomina Lei de Bragg (BRAGG, 1913;
NAPOLITANO et al., 2007, STOUT et al., 1990).

A Lei de Bragg apresenta as condigdes necessarias para que haja a difragdo em um cristal. A
Figura 2.2.2 representa esquematicamente esta lei, onde observa-se que a diferenca de caminho entre
duas ondas incidentes precisa ser um multiplo inteiro do comprimento de onda para que haja a

interferéncia construtiva das ondas e consequentemente difracao pelo cristal.

14, kel s3o os indices de Miller.
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A lei de Bragg ¢ representada pela equagdo 1.2.3.1 onde “d” ¢ a distancia entre dois planos de
reflexdo, “0” ¢ o angulo de incidéncia e “A” ¢ o comprimento de onda do feixe incidido (BRAGG;

BRAGG, 1913; BRAGG, 1913).

2dnkisen 8 = ni (1.2.3.1)

Figura 5. Representacdo esquematica para a Lei de Bragg.

E=uan Sz(s—so) 1

3.3 Transformada de Fourier

A Transformada de Fourier ¢ uma transformada integral que expressa uma fun¢ao em termos
de funcdes de base senoidal, onde qualquer funciao pode ser expandida em uma série de harmonicos,
seja por soma de senos e cossenos ou por exponenciais. Esta técnica constitui um dos fundamentos
da técnica cristalografica pois ¢ a ferramenta matematica que relaciona a estrutura cristalina ao seu
respectivo padrao de difragado(ALMEIDA et al., 2014; NAPOLITANO et al., 2007; WOOLFSON;
ROBINSON, 1997).

Tendo em vista que um cristal ¢ composto por inumeros moléculas arranjadas de forma
ordenada e que, para os diferentes atomos que as compdem, existem diferentes numeros de elétrons,
tem-se que cada atomo constitui um espalhador pontual. Portanto cada atomo terd um fator de
espalhamento atomico f; proprio. O espalhamento de um determinado atomo a@j em relacdo a origem

da cela unitaria ¢ dado pela Equagdo 2.3.1:

fi=fj.emis (2.3.1)

Cada espalhador pontual age como centros espalhadores e a contribui¢do somatica desses

centros espalhadores pode ser entendida como fator de estrutura F(h), obtida pela Equagao 2.3.2. O
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fator de estrutura ocorre devido a contribui¢do de cada 4&tomo que espalha radiagdo em todas as
dire¢des juntamente com suas fases associadas, portanto, nada mais € do que um somatodrio dos
espalhadores pontuais. Assim, apds a execucdo do experimento, as intensidades coletadas
representam a medida da amplitude de reflexdo para um conjunto de planos /kl, correspondendo ao
fator de estrutura, que por sua vez ¢ uma sintese de Fourier (MASSA, 2004; WOOLFSON;
ROBINSON, 1997).

N
F(h) =} fje?mihr (2.3.2)
j=1

A maneira que os elétrons podem estar dispostos em um certo volume espacial constitui a
densidade eletronica p(r). Em cristalografia de raios X assume-se hipoteticamente que a
“transformada de Fourier inversa” para o fator de estrutura representa a densidade eletronica p(r) do
arranjo cristalino, conforme Equacdo 2.3.3 (GIACOVAZZO et al., 2011; LADD; PALMER, 2013;
WOOLFSON; ROBINSON, 1997).

1 )
p(T) — V Z|F(hkl)|e—2m[hx+ky+lz+<p(hkl)] (2.3'3)
hkl

3.4 Problema da Fase e os Métodos Diretos
A obten¢do de um padrdo de difragdo de uma determinada amostra cristalina, fornece as
intensidades que podem ser transformadas em amplitudes, porém as fases ¢(h) dos fatores de
estrutura ndo sao fornecidas em um experimento de difragdo de raios-x. As fases sdo mais importantes
para a determinagao da fungao densidade eletronica p(r) do que as amplitudes, isto porque as posi¢des
atdmicas sdo correspondentes aos pontos de maximo da densidade eletronica p(r) e, portanto, o
conhecimento da fun¢o p(r) para cada posi¢ao r da cela unitaria depende do conhecimento das fases
¢o(h). Sendo assim, a elucidagao de uma estrutura passa pela resolugao do problema da fase, a qual,
no caso de moléculas pequenas, ¢ obtida por meio dos Métodos Diretos difracdo (ALMEIDA et al.,
2014; NAPOLITANO et al., 2007, WOOLFSON; ROBINSON, 1997).
Através de relagdes matematicas diretas a partir de um conjunto de intensidades coletadas
experimentalmente, Jerome Karle e Herbert Aaron Hauptman desenvolveram os Métodos Diretos,
que ¢ amplamente aplicado a resolugdo do problema de fase dos fatores de estrutura F(h) de pequenas

moléculas (KARLE; HAUPTMAN, 1950).
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Uma vez que os fatores de estrutura [F(h)| e as fases ¢(h) estdo relacionadas matematicamente
por meio do conhecimento da fun¢do densidade eletronica p(r), conforme equagao 1.2.4.3, as
amplitudes podem ser calculadas através das informagdes de densidade eletronica e entdo as fases
também podem ser calculadas a partir das amplitudes. Porém como p(r) esta ligada ao fator estrutura
por um procedimento matematico (Transformada de Fourier), caso haja restricdes na densidade
eletronica evidentemente havera restrigdes matematicas correspondentes no fator estrutura. Sendo
assim, para a elaboragdo do mapa de densidade, os métodos de solugdo devem atender a alguns
critérios impostos para fun¢do densidade, tal como:

+ A densidade ser sempre positiva;

« A densidade ser construida de atomos discretos.

Neste sentido, uma importante propriedade fisica da funcao de densidade eletronica p(r) deve
ser considerada: a atomicidade, onde p(r) ¢ composta por atomos discretos. Como a distribui¢do da
densidade eletronica de forma detalhada ndo € relevante, o efeito das formas dos atomos dos fatores
de estruturas F(h) ¢ removido para converté-lo em fatores de estruturas normalizados E(h), assim ¢
possivel a utilizagdo da atomicidade da fun¢do de densidade eletronica. Deste modo, os Métodos
Diretos sao métodos que buscam derivar as fases, por meio dos fatores de estruturas coletados
diretamente de um Unico conjunto de intensidades (ALMEIDA et al., 2014; NAPOLITANO et al.,
2007; WOOLFSON; ROBINSON, 1997).

Durante o processo de resolucdo de uma estrutura cristalina, algumas fases sdo atribuidas
respeitando alguns critérios, enquanto outras sao obtidas através das relacdes entre as fases. Em
seguida, essas fases sdo refinadas por um processo integrativo, resultando na obtencdo das fases
corretas. Com as informagdes corretas das intensidades e fases, a densidade eletronica pode ser
calculada e a estrutura resolvida. A esta altura, apesar do problema da fase ser considerado quase
solucionado, o mapa de densidade eletronica obtido ndo mostrara a posi¢do exata dos &tomos na cela
unitaria, pois, para isto seria necessario estender a série de Fourier ao infinito, o que torna o
procedimento inviavel. Portanto, qualquer mapa de densidade eletronica ¢ uma aproximacao da
realidade, pois carrega consigo algum erro percentual. Para o aperfeicoamento destes mapas, sao
empregadas ferramentas de refinamento dos pardmetros estruturais, as quais utilizam o melhor
conjunto de fases para calculo dos mapas de densidade eletronica, conforme pode ser observado no

exemplo da Figura 2.4.1 Assim, o melhor mapa definido, revela muitas das posi¢cdes atomicas
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(ALMEIDA et al., 2014; GIACOVAZZO et al., 2011; NAPOLITANO et al., 2007, WOOLFSON;
ROBINSON, 1997).

Figura 6. Representacdo esquematica de um modelo de mapa de densidade eletronica.
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3.5 Bancos de dados cristalograficos

ApoOs a resolugdo e refinamento de estruturas cristalinas através de metodologias
cristalograficas e computacionais, as estruturas resolvidas ddo origem a um arquivo, denominado
Crystallographic Information File (CIF), que pode ser depositado em diversos bancos de dados
cristalograficos. As informacdes obtidas através do depodsito destas estruturas, que se dao através de
dados de reflexdes, angulos, torsdes e comprimentos de ligagdes interatdmicas, bem como dados
geométricos de cada composto, possibilitam o desenvolvimento de pesquisas cientificas em
diferentes areas do conhecimento. Através destas informagodes ¢ possivel a aplicagao de andlises
computacionais que explicam caracteristicas intrinsecas das substancias no estado solido e também
sdo capazes de predizerem propriedades fisico-quimicas das moléculas, tais como estabilidade fisico-
quimica, atividade biologica, solubilidade, reatividade quimica, etc.

Como exemplo de banco de dados cristalograficos podem ser citados o International Centre
for Diffraction Data (ICDD), que ¢ bastante utilizado pela industria farmacéutica para avaliagdo de
dados cristalograficos de diversos farmacos e o Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC)
o qual, em mais de 50 anos de existéncia, possui mais de 1 milhdo de estruturas cristalinas
depositadas. Assim como o ICDD, as informag¢des encontradas neste banco de dados fornecem
elementos de significativa importancia para andlise estrutural de diferentes compostos quimicos,
incluindo farmacos. (BRUNO et al., 2017)

As informagdes depositadas no CCDC obtidas através do arquivo CIF sdo mais completas e
abrangentes que o proprio artigo publicado para determinada estrutura. Isto porque o arquivo CIF
fornece dados que possibilitam por exemplo verificar facilmente a geometria intramolecular de uma
molécula inteira ou de seus fragmentos que podem ainda ser comparadas com os dados disponiveis
nas bibliotecas do software Mogul®. Os resultados destas comparacdes sdo apresentados em uma
ficha com dados estatisticos resumidos que permitem inferir se a geometria da molécula estudada ¢
incomum ou nao, possibilitando a validagdo da geometria molecular dentro da estrutura cristalina.
(MACRAE et al., 2008)

Através destes depositos € possivel também, por meio de programas computacionais como o
Mercury® e o ConQuest®, visualizar os fragmentos correspondentes, pardmetros ¢ demais dados
associados as moléculas. Os pardmetros associados aos dados do ConQuest® sdo apresentados no
Mercury® na forma de planilha onde as colunas podem ser classificadas em ordem crescente ou
ordem decrescente. Adicionalmente, pode ser realizado o destaque de um determinado fragmento

molecular no ConQuest® o qual pode ser representado também dentro do visualizador do Mercury®.
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As especificidades do destaque realizado podem ser personalizadas para facilitar a andlise de
estruturas individuais ou multiplas, permitindo uma avaliagdo comparativa entre as possiveis
diferencas ou semelhancas na geometria molecular de diferentes compostos ou formas cristalinas.
(MACRAE et al., 2008)

Neste contexto, a execugdo deste trabalho baseou-se nas informagdes da estrutura cristalina
da forma I do maleato de enalapril, que apds resolvida e elucidada utilizando os fundamentos da
metodologia cristalografica descritas em tdpicos anteriores, teve seu arquivo CIF depositado no
banco de dados CCDC. A partir destes dados, foi possivel realizar a andlise topologica e

supramolecular do composto assim como os célculos da estrutura eletronica.
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4. 0 ESTADO SOLIDO E FORMULACOES FARMACEUTICAS

As formas farmacéuticas que sao constituidas por farmacos no estado sélido como por exemplo,
comprimidos, capsulas duras, granulos, pos efervescentes, pos liofilizados, pds para reconstituigao,
dispersdes semissolidas e suspensdes orais, tOpicas e injetaveis, constituem mais de 70% dos
medicamentos comercializados atualmente. Isso se deve as inimeras vantagens que se tem com a
utilizagdo destas formas: a facilidade de administracdo pelo paciente, o baixo custo para produgdo, a
estabilidade fisico-quimica que tende a ser maior em farmacos no estado solido e, no caso de
comprimidos, capsulas duras, pds e granulos, a baixa atividade de agua que evita a proliferagao de
microrganismos ¢ a decorréncia de mecanismos de degradacio como a hidrolise, por
exemplo(AULTON; TAYLOR, 2013).

A estrutura cristalina bem como o tamanho e morfologia das particulas sao propriedades fisico-
quimicas elementares e fundamentais relacionadas ao estado sélido de um farmaco e estdo intimamente
ligadas as caracteristicas desejaveis para o desenvolvimento de um medicamento. Isto porque estas
propriedades estdo diretamente associadas as caracteristicas fisicas, como a reologia, densidade,
porosidade, coesdo, fluidez, compressibilidade e compactabilidade, além da estabilidade fisico-
quimica, que ¢ composta por propriedades como higroscopicidade, transicdes de fase cristalina,
compatibilidade fisico-quimica, solubilidade, cinética de solubilizacdo, ponto de fusdo e reatividade
quimica (AULTON; TAYLOR, 2013; BAERTSCHI et al., 2019; BERNSTEIN, 2020; LEE et al.,
2017).

No ambito da tecnologia farmacéutica, estas caracteristicas devem ser consideradas durante o
desenvolvimento da formulacdo e do processo de fabricagdo de um medicamento, uma vez que os
excipientes de escolha assim como os parametros das operagdes unitarias envolvidas na fabricacao,
interagem com as propriedades do estado solido do farmaco. Desta forma, os atributos essenciais para
a agdo farmacologica desejada, como a estabilidade fisico-quimica e a biodisponibilidade,’podem ser
afetados (AULTON; TAYLOR, 2013; BERNSTEIN, 2020).

Regulatoriamente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), principal 6rgao
governamental brasileiro responsavel pela regulagdao e fiscalizagdo das atividades envolvidas na
producao e comercializacdo de medicamentos, dispde de diversas resolugdes que preconizam o

controle e monitoramento das propriedades do estado solido de um farmaco, corroborando com o

2 Biodisponibilidade: extenséo e velocidade em que a molécula ativa adentra o sistema de circulagdo sanguineo e se torna
disponivel para agdo no sitio farmacolégico.
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elevado impacto que as mesmas possuem para a eficacia de um medicamento (ANVISA, 2016, 2019).
Desta forma, varios testes e analises relacionados a estrutura cristalina, morfologia e distribuicao de
tamanho de particulas sao empregados pela industria farmac€utica em insumos farmacéuticos ativos
(IFAs) durante o seu recebimento como matéria-prima, apos o seu processamento no medicamento
final e durante todo o ciclo de estabilidade até o prazo final de validade do medicamento. Vale ressaltar,
que a avaliagdo e monitoramento destas propriedades ndo se dd apenas para atendimento das normas
regulatérias vigentes, mas também para a obtencdo de uma base fundamentada que possibilita o
desenvolvimento racional de um medicamento (AULTON; TAYLOR, 2013; BAERTSCHI et al.,
2019; BERNSTEIN, 2020).

4.1 Polimorfismo de Farmacos

O polimorfismo ¢ definido como a habilidade de uma substancia existir no estado sélido com
duas ou mais fases cristalinas que exibem diferentes empacotamentos ou conformagdes de moléculas
na rede cristalina. Por consequéncia, cada polimorfo ¢ uma fase cristalina distinta. Cristais de
compostos farmacéuticos podem existir como entidades moleculares simples, denominadas
polimorfos, ou como complexos moleculares com mais de um componente quimico em sua rede
cristalina, chamados hidratos ou solvatos. Os polimorfos, solvatos e hidratos de um composto podem

exibir grande distingdo em propriedades tais como(BERNSTEIN, 2020):

e Propriedades fisicas: volume molar, densidade, indice de refragdo, propriedades oticas,

térmicas e elétricas, condutividade, higroscopicidade e hébito cristalino;

e Propriedades termodindmicas: temperaturas de fusdo e sublimagdo, energia interna,
entalpia, entropia, capacidade calorifica, energia livre e energia potencial quimica, pressao

de vapor e solubilidade;

e Propriedades espectroscopicas: transigoes eletronicas no espectro de ultravioleta e visivel,
transigdes vibracionais no espectro de infravermelho e Raman, e deslocamentos quimicos

em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

e Propriedades cinéticas: taxas de dissolucdo, taxas de rea¢do de estado sdlido, taxa de

granulagdo, tempo de secagem e instabilidade do farmaco.
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Tendo em vista que estas propriedades tém um efeito direto sobre a capacidade de
processamento do farmaco, assim como na sua estabilidade e biodisponibilidade no medicamento, o
polimorfismo esta intimamente relacionado com a eficacia terapéutica das diversas formas
farmacéuticas que sao constituidas por farmacos no estado sélido (AULTON; TAYLOR, 2013;
BERNSTEIN, 2020).

4.2 A Utilizacdo de Sais, Contraions, Hidratos ou Solvatos

Algumas caracteristicas intrinsecas dos fAirmacos no estado s6lido como a baixa solubilidade
ou alta reatividade quimica, sdo indesejaveis para o desenvolvimento de um medicamento, uma vez
que podem prejudicar requisitos como biodisponibilidade ou estabilidade. Sendo assim, a tecnologia
farmacéutica dispde de estratégias durante o desenvolvimento do firmaco que possibilitam o
aprimoramento destas caracteristicas. Dentre estas estratégias encontram-se a utilizagdo de farmacos
na forma de sal, como por exemplo, na forma de maleatos, tartaratos, citratos ou sulfatos;
complexados com um contraion, como as formas cloridratas, potassicas e sddicas por exemplo, ou
ainda em formas hidratadas ou solvatadas (BHARATE, 2021; HEALY et al., 2017).

O sucesso destas estratégias reside no fato de que, ao complexar um ion, um sal, moléculas
de 4gua ou de solventes a uma molécula livre de um farmaco, caracteristicas intramoleculares como
angulos, torsdes e distancias de ligacdes; e caracteristicas supramoleculares como a topologia, sao
alteradas. Desta forma, os tipos de interacdes intermoleculares e a capacidade de se ionizar do
composto também sdo modificadas, afetando diretamente propriedades como cinética de
solubilizagdo e reatividade quimica. No caso de formas cristalinas, estas estratégias t€ém impacto
direto no rearranjo estrutural dos atomos e moléculas no interior do cristal, j& que, com as
modifica¢des supramoleculares, as interagdes moleculares que dominam o empacotamento cristalino
podem ser completamente alteradas, afetando também os niveis energéticos da rede cristalina

(AULTON; TAYLOR, 2013; HEALY et al., 2017).
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5. MALEATO DE ENALAPRIL

O enalapril ¢ um composto amplamente utilizado para o tratamento de hipertensdo arterial.
Neste contexto, pertence a classe dos fArmacos que tém por agdo farmacologica a inibi¢ao da ECA.
A ECA, por sua vez, ¢ uma enzima produzida pelo corpo humano que participa ativamente na
regulacdo da pressao sanguinea através do Sistema Renina-Angiotensina. A a¢ao fisiologica da ECA
esta associada a conversao do decapeptideo inativo Angiotensina I, produzido pela Renina, em um
octapeptideo ativo, a Angiotensina II. Este ultimo se liga aos receptores de angiotensina (AT1) que
sdo responsaveis por ativar mecanismos fisiologicos diretamente relacionados com a regulagao da
pressdo arterial. Os receptores AT sdo responsaveis pela ativacdo de receptores Pi-adrenérgicos nos
vasos sanguineos, causando a vasoconstricdo e consequente aumento da pressdo sanguinea, € o
aumento de reabsor¢do de NaCl pelos rins durante a filtragdo glomerular, ocasionando uma elevacao
nos niveis sanguineos de sodio (Na") e, por consequéncia, aumento da pressio arterial (ARAFAT et
al., 2005).

Portanto ao inibir a ECA, o enalapril impede a decorréncia de todos estes mecanismos
fisiologicos descritos e assim, auxilia efetivamente no tratamento e controle da hipertensdo arterial

(Figura 5.1).

Figura 7. Esquema representativo da acao farmacoldgica do enalapril.
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Estruturalmente, os inibidores da ECA podem ser classificados em trés grupos:

1 - Inibidores da ECA que contém grupamento sulfidrila, com origem relacionada a estrutura
quimica do captopril;

2 - Inibidores da ECA que contém grupamento dicarboxila, com origem relacionada a
estrutura quimica do enalapril;

3 - Inibidores da ECA que contém foésforo, estruturalmente relacionados com fosinopril.
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A maioria dos inibidores da ECA, inclusive o enalapril, sdo pro-fAirmacos que contém grupos
¢éster e sdo de 100 a 1000 vezes menos potentes do que suas moléculas ativas. A vantagem de serem
utilizados em formas farmacéuticas medicamentosas reside no fato de apresentarem uma maior
biodisponibilidade quando administrados por via oral (ARAFAT et al., 2005; LAURENCE et al.,
2011).

Apds administragdo oral o maleato de enalapril ¢ absorvido e hidrolisado por estearases do
figado, formando o acido dicarboxilico farmacologicamente ativo, enalaprilato que age como um
potente inibidor da ECA. Enquanto o enalapril possui uma rapida absor¢ao, com biodisponibilidade
de cerca de 60% e concentrag¢do plasmatica maxima em torno de 1 hora, as concentragdes plasmaticas
maximas de enalaprilato sdo observadas apenas apds 3 a 4 horas da administra¢do e, por se ligar
fortemente a ECA, o enalaprilato apresenta uma meia-vida plasmatica em torno de 11 horas, ao passo
que o enalapril possui uma eliminagdo bem mais rapida, possuindo meia-vida de aproximadamente 3
horas. Desta forma, o farmaco ¢ eliminado em quase sua totalidade pelos rins na forma inalterada do
enalapril ou do enalaprilato e sua dosagem diaria recomendada varia entre 2,5 ¢ 40 mg/dia (ARAFAT

et al.,2005; LAURENCE et al., 2011).
5.1 Estruturas Cristalinas do Maleato de Enalapril

No estado solido, o maleato de enalapril apresenta duas distintas fases cristalinas (forma I e
forma II) reportadas na literatura que, evidentemente, apresentam propriedades fisico-quimicas
intrinsecas diferentes entre si. A forma I, a primeira a ser depositada no banco de dados cristalografico
Cambridge Structural Database (CSD) mantido pelo CCDC, foi elucidada por Précigoux e
colaboradores em 1985 utilizando a metodologia de difracdo de raio-x de monocristal, e publicada
em 1986. Esta forma cristaliza-se no grupo espacial P2; pertencente ao sistema monoclinico. Sua cela
unitaria apresenta a seguinte métrica: a= 11,224 A; b=6,645 A; c=17,824 A, 0 =105,52°, B=17 =
90° ¢ volume de 1280,903 A3 (PRECIGOUX, et al., 1985).

Ja4 a forma II foi elucidada e teve seu deposito estrutural realizado em 2003 por Kiang e
colaboradores, onde foi empregada a técnica de difragdo de raio-x de policristais para obtengao das
informacdes cristalograficas da estrutura. A forma cristalina II do maleato de enalapril apresenta as
seguintes caracteristicas de cristalizagdo: cristaliza — se no grupo espacial P21212,, pertencente ao
sistema ortorrdmbico, com cela unitaria apresentando as seguintes métricas: a = 6,642 A; b=11,211
A;c=33,990 A, 0. =B =7v = 90° e volume de 2530,957 A3. Este tltimo trabalho apresentou ainda

um estudo tedrico comparativo entre as formas I e II do maleato de enalapril a respeito da energia de
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rede cristalina observada nestes dois polimorfos. Como resultados, os autores concluiram que a forma
I ¢ ligeiramente mais estavel que a forma I ao apresentar uma energia de empacotamento cristalino
0,6 kcal/mol maior (KIANG, et al., 2003). Estes dados ainda corroboraram com o estudo comparativo
entre os polimorfos do maleato de enalapril publicado por Ip e colaboradores em 1986 que, através
de dados experimentais calorimétricos, demonstraram resultados semelhantes aos dados teoéricos
obtidos por Kiang em 2003 (IP, et al., 1986).

Por fim, em 2020, Davis e colaboradores conduziram um estudo, no qual foram empregadas
técnicas espectroscopicas € métodos de calculos tedricos, como a Teoria de Densidade Funcional
(DFT — do inglés, Density Functional Theory), que demonstrou que em ambos 0s polimorfos uma
rede de ligacdes de hidrogénio desempenham um papel fundamental na formagdo da estrutura
cristalina. Ademais, foi demonstrado que a forma II do maleato de enalapril ¢ mais estdvel que a
forma I sob condigdes ambientais de temperatura e pressao devido a maior energia de coesao

envolvida nas interagdes intermoleculares do empacotamento cristalino (DAVIS et al., 2020).

5.2 Estabilidade do Maleato de Enalapril no Estado So6lido

Conforme discutido anteriormente, o sal maleato de enalapril foi desenvolvido a partir de uma
estratégia farmacéutica com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade oral do enalaprilato, que por
sua vez exibe uma potente atividade farmacologica, porém ndo apresenta uma boa absorg¢ado pelo trato
gastrointestinal. Desta forma, foi adicionado um grupo éster a molécula de enalaprilato com o
objetivo de aumentar sua solubilidade, formando o enalapril.

Apesar do maleato de enalapril exibir elevada solubilidade, o desenvolvimento de
medicamentos compostos por este farmaco representa um desafio para a industria farmacéutica, tendo
em vista que diversos fatores relacionados a incompatibilidade com excipientes e condi¢cdes de
processo produtivo podem desencadear reacdes de degradagao do maleato de enalapril. Dentre estes
fatores, se destacam o pH, a umidade e a temperatura (BOUT; VROMANS, 2022a; SU et al., 2021a).
Quando exposto a condi¢des extremas de pH, umidade e temperatura, o maleato de enalapril tende a
sofrer dois tipos de reagdo de degradacao (GU; STRICKLEY, 1987; LIN et al., 2002) (Figura 5.2.1):

1. Uma reagdo de ciclizagdo, ocasionada pelo ataque eletrofilico do nitrogénio presente na

cadeia alifatica do enalapril ao oxigénio que compde o grupo carboxilico, formando a

impureza dicetopiperazina (DKP);

2. Uma reacdo de hidrolise que causa a quebra do grupo etil-éster formando o enalaprilato

(ET).
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Ambas as impurezas formadas por estes mecanismos, provocam a perda da eficicia
terapéutica de medicamentos que utilizam o maleato de enalapril, j& que a dicetopiperazina nao
apresenta atividade farmacologica e o enalaprilato, apesar de ser um metabolito ativo, ndo possui uma
boa biodisponibilidade oral, desta forma ndo ¢ absorvido de forma eficiente pelo organismo do

paciente (VERBEECK et al., 2017).

Figura 8. Esquema representativo dos mecanismos de degradagdo do maleato de enalapril.
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Desta forma, a utilizacdo de agentes estabilizadores nas formulacdes medicamentosas
contendo o maleato de enalapril ¢ amplamente realizada pela industria farmacéutica. Neste contexto,
diversas apresentagdes empregam o uso do bicarbonato de s6dio (VERBEECK et al., 2017) . Este
composto, ao se ionizar, libera ions de sodio (Na") que interagem com o grupo acido carboxilico
presente na molécula de enalapril, dando origem a um novo sal, o enalapril sédico, que, tende a
apresentar maior estabilidade fisico-quimica que o maleato de enalapril. A reagdao pode ser descrita
através do equilibrio estequiométrico esquematizado abaixo (AL-OMARI et al., 2001; DE SOUZA
etal.,2016; REZENDE et al., 2008; SHERMAN, 1996; SU et al., 2021b; VERBEECK et al., 2017).

R(COOH); + 3 NaHCO; > R(COONa); + 3 H,0 + 3 CO,

A conversao do sal do enalapril ¢ reportada na literatura e pode ser observada nas
apresentacoes comercializadas pela empresa Merck Sharp & Dohme Farmacéutica LTDA., que relata
que a mudanca do sal durante o processo de fabricacdo. A estratégia é baseada na conversao do grupo
acido carboxilico da molécula de enalapril (-COOH) em um sal sédico (-COONa) que previne a
degradacao do composto pelo mecanismo de ataque eletrofilico e posterior de ciclizagao
(O’MALLEY JR. et al., 2005).

Embora a forma II apresente-se ligeiramente mais estavel que a forma I do maleato de

enalapril quando avaliada de forma isolada, alguns estudo demonstram que a estratégia de utilizacao
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do bicarbonato de sddio nas formulacdes medicamentosas contendo o firmaco em questdo e a
consequente conversdo do sal durante o processo de fabricacdo, tem se mostrado eficiente na
contencdo dos mecanismos de degradagao ocorridos durante os estudos de estabilidade apenas
quando utilizada a forma cristalina I. Quando utilizada a forma II, as formulac¢des ainda continuam a
apresentar resultados elevados na formagdo das impurezas decorrentes dos mecanismos de
ciclizagdo. A tabela 5.2.1 exibe os resultados da formagdo da impureza dicetopipierazina (DKP) nas
formulacdes contendo as formas I e II do maleato de enalapril e o agente estabilizador bicarbonato

de so6dio (EYJOLFSSON, 2018).

Tabela 2. Formagdo da impureza DKP antes do periodo de incubagao para estudos de estabilidade (TO) e apos
1 més de incubagdo das formulagdes contendo as formas I e II do maleato de enalapril e o agente estabilizador
bicarbonato de sédio.

Concentragao de DKP (%)

Polimorfo Tempo (TO) 1 Més
Forma I, lote 1 <0,15 <0,15
Forma I, lote 2 <0,15 <0,15
Forma II, lote 1 0,34 7,94

Forma II, lote 2 0,31 9,31
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6. ANALISE COMPUTACIONAL

6.2 Analise da Superficie de Hirshfeld

A partir do deposito da estrutura cristalina das formas I e II do maleato de enalapril que se
encontra disponivel no banco de dados CSD com a identificacdo 114186 e 114187, respectivamente,
a metodologia cristalografica seguiu com a analise dos dados.

A superficie de Hirshfeld (HS) foi concebida a partir do software CrystalExplorerl7 que
permite a avaliagdo das interagdes intermoleculares a partir da densidade eletronica das moléculas

em relacdo as moléculas vizinhas . Este célculo se da através da Equacdo 6.2.1:

W(l‘) = ppromolecule/pprocrystal
(6.2.1)

wm= > p®/ D p®

agmolecule aecrystal

Onde p,(r) ¢ a densidade eletronica esférica média centrada em um ntcleo de um atomo, a pro-
molécula ¢ a soma dos atomos pertencentes a molécula e o pro cristal corresponde a soma dos atomos
pertencentes ao cristal.

Além disso, calcula-se a distancia entre os nucleos dos d&tomos internos até a superficie da
molécula, onde tem-se o parametro di que indica as regides doadoras de ligagdes na molécula; e,
através da determinacdo da distancia dos nucleos dos atomos externos até a superficie, obtém-se o
parametro de que indica as regioes receptoras de ligacdes na molécula. Desta forma, ¢ possivel
determinar o dnorm, que prediz todas as regides da superficie molecular com possiveis interagdes
cujos contatos s3o menores que o raio van der Waals (vdW).

Graficamente, as regides com coloragdes mais intensas e avermelhadas evidenciam locais
com intera¢des mais significativas, enquanto as regioes de colocagdo azul representam locais em que
os contatos moleculares sdo menos intensos. Assim, pode-se identificar regides de particular
importancia para interacdes intermoleculares. Adicionalmente, ¢ possivel apresentar um resumo
bidimensional dessas interacdes que possibilita quantificar a contribuicdo de cada interagdo em
relagdo a superficie total. Esta avaliacdo ¢ realizada através dos graficos chamados fingerprints, onde
os valores de di se encontram na abcissa e os valores de de sdo plotados na ordenada (SPACKMAN;

JAYATILAKA, 2009; SPACKMAN et al., 2021).



36

6.3 Modelagem Supramolecular

Adicionalmente foi empregada a Teoria Quéntica de Atomos em Moléculas (QTAIM) para a
andlise estrutural do maleato de enalapril. Esta metodologia ¢ bem conhecida e se destaca na
caracterizacdo de interagdes intramoleculares ¢ intermoleculares (MATTA; BOYD, 2007). Assim,
os processos de formagao e quebra de ligacdes em reagdes quimicas podem ser investigados por meio
do monitoramento de propriedades topoldgicas (NANAYAKKARA; KRAKA, 2019). Uma das
perguntas que a teoria QTAIM se propde a responder ¢ a seguinte: O que € um atomo em uma
molécula ou em um cristal? Essa pergunta ¢ respondida por meio de uma andlise da topografia da
densidade eletronica da molécula ou do cristal. Quando um mapa de densidade eletronica ¢ analisado,
observa-se um maximo local sobre cada nucleo. Entdao, um 4tomo ¢ visto como um ponto de méximo
em uma distribui¢ao de densidade eletronica (MATTA; BOYD, 2007).

Matematicamente, define-se o ponto em que as primeiras derivadas sdo nulas como um Ponto

Critico (CP - Critical Point) na densidade eletronica, conforme a equacao 5.3.1.

Vo) =L+ 2, %y 53.1
Vale ressaltar que o vetor zero significa que cada derivada no operador gradiente € zero. A
matriz Hessiana da fungdo p(r) € utilizada para descrever as curvaturas locais. O traco do Hessiano

dessa funcdo é conhecido como o Laplaciano da densidade, V2p(7), que define as curvaturas A;, 4,

e A3 em relagdo aos trés eixos principais, x, y € z, conforme a Equagdo 5.3.2.

0°p(r) 0%°p(r) 0*p(r)

Vip(r) =V-Vp(r) =

dx? dy?2 9z2 (5.3.2)
Al /12 13

Na teoria de atomo e moléculas, cada tipo de ponto critico identifica uma estrutura quimica.
Existem quatro pontos criticos estaveis na topologia da densidade p, sdo eles: Ponto Critico Nuclear
(NCP — Nuclear Critical Point), que ¢ um maximo na posi¢ao de um nucleo, pois se caracteriza por
trés curvaturas negativas (3,-3); Ponto Critico de Ligagdo (BCP — Bond Critical Point), com duas
curvaturas negativas (3,-1); Ponto Critico de Anel (RCP - Ring Critical Point), com duas curvaturas
positivas (3,+1); Ponto Critico de Sela (CCP - Cage Critical Point), com trés curvaturas positivas
(3,13). O primeiro numero identifica a quantidade de curvaturas diferentes de zero e o segundo ¢ a

soma dos sinais das curvaturas (MATTA; BOYD, 2007).
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O niimero N de CPs em um sistema ¢ definido como sendo o conjunto de caracteristicas dele.
Uma das ferramentas sugeridas para validagdo da consisténcia do conjunto de caracteristicas do
sistema ¢ a relagdo seguinte: em uma molécula isolada a soma Nycp — Ngcp + Nrcp — Necp € igual
a 1; em um cristal, essa soma ¢ igual a zero. O primeiro caso se aplica para um sistema finito isolado
(molécula isolada), sendo uma extrapolacao da relacdo de Poincaré-Hopf, e o segundo para redes
periddicas infinitas (cristal), que ¢ conhecida como equagao de Morse (MATTA; BOYD, 2007).

A densidade eletronica exibe um perfil caracteristico como resposta a interagdo entre dois
atomos: uma Unica linha de densidade localmente maxima ligando os dois nucleos, conhecida como
caminho de ligacdo (BADER, 1998). Para a descri¢do das intera¢des de camada aberta e camada
fechada (closed-shell e open-shell interactions), utilizam-se as energias relacionadas aos BCPs, que
surgem no ponto de menor valor de densidade ao longo dos caminhos de ligacao entre os atomos do
sistema quimico (NANAYAKKARA; KRAKA, 2019).

As energias dos BCPs que serdo avaliadas nesse estudo sdo: densidade eletronica p(r),
densidade de energia eletronica total H[p(r)], laplaciano V?[p(r)], densidade de energia potencial
V[p(r)] e densidade eletronica cinética G[p(r)]. A densidade de energia potencial, a densidade de

energia cinética e o laplaciano estdo relacionados de acordo com a equagao a seguir:

hz 2 —
(E) Vép(r) = 2G(r) + V(r),

onde, (5.3.3)

hZ
G(r) = —Nf dt' V9™ - V.
2m

As propriedades da estrutura eletronica do maleato de enalapril foram calculadas utilizando
o funcional hibrido M06-2X, que ¢ indicado no estudo de interagdes nao covalentes (ZHAO;
TRUHLAR, 2006, 2008). As funcdes de base utilizadas sdo 6-311++G**, empregando fungdes
difusas e de polarizagdo para melhorar a descrigdo dos atomos de hidrogénio e as interagdes
intermoleculares. Todos os célculos de estrutura eletronica foram realizados utilizando o pacote
computacional GAUSSIAN 09°. A avaliagio das propriedades topologicas foi realizada por meio do

pacote computacional Multiwfn© (LU; CHEN, 2012).
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6.4 Dinamica Molecular

O método de Dinamica Molecular de Car-Parrinello (CPMD) ¢ bem conhecido por ser um
dos métodos mais precisos e eficientes de Dindmica Molecular Ab Initio. Esses métodos combinam
a dinamica classica dos nticleos com a teoria da estrutura eletronica para garantir uma boa descri¢ao
eletronica e idnica de um sistema atdmico computacionalmente tratdvel. A CPMD ¢ utilizada como
base para muitos dos métodos de simulagdo de tltima geragao (HUTTER, 2012). O método de Car-
Parrinello (CP) utiliza a aproximagao de Born-Oppenheimer para separar as coordenadas nucleares
e eletronicas, tratando os ions dentro do formalismo da mecéanica classica e os elétrons dentro do
formalismo de Kohn e Sham (CAR; PARRINELLO, 1985; PASTORE et al., 1991).

A juncao do tratamento classico para os ions, e tratamento quantico para os elétrons, ¢ feita
por meio da Lagrangeana de CP, que descreve o movimento i06nico pela integracao das equagdes de
movimento de Newton e, simultaneamente, introduz uma dinamica Newtoniana ficticia para os
elétrons (ALAVI, 2009; CAR; PARRINELLO, 1985; PASTORE et al., 1991). A Lagrangeana de
CP trata o problema quantico dentro de um formalismo da mecanica classica e ¢ utilizada como base
para o calculo da dinamica real dos ions e da dinamica ficticia dos elétrons, conforme pode ser visto

na equagao 5.4.1.

N
1
LCP—ZZqJ](r)Iw](r) EZMIRZ E[{w}{RI}+ZAU(¢1(r)I¢,(r)> &)  (54.1)

O primeiro termo dessa equagdo € a energia cinética ficticia eletronica, que ¢ a novidade
apresentada pelo método de CP, onde as fungdes de onda eletronicas ({{;(r)}) sdo consideradas
como se fossem campos classicos, em que a primeira derivada da funcao de onda eletronica ({LiJi(l')})
¢ utilizada como um analogo a velocidade cléassica. Inseriu-se também um parametro de
adiabaticidade intitulado como massa ficticia, que € representado por p. Esse termo possui dimensao
de energia. O segundo termo dessa equacdo ¢ a energia cinética ionica, onde M; é a massa e R; a
velocidade dos ions. O terceiro termo ¢ o funcional de energia de Kohn-Sham, representando a
energia potencial da Lagrangeana. O quarto termo dessa equagdo garantira as restricoes de
ortonormalidade aos orbitais de Kohn-Sham (KS), se os nucleos estiverem fixos, através dos
multiplicadores de Lagrange. Nesse modelo a equacdo de Schrodinger eletronica ¢ resolvida a cada
nova configuracdo nuclear calculada classicamente, via Lagrangeana de CP (ALAVI, 20009;

BORNEMANN; SCHUTTE, 1998; CAR; PARRINELLO, 1985; PASTORE et al., 1991).
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Outro ponto importante da abordagem de CP ¢ o fato de que ela ¢ muito eficiente do ponto
de vista computacional, visto que a atualizacdo dos graus de liberdade eletronicos para cada
configuragdo i6nica nao envolve a minimizagdo explicita do funcional da densidade eletronica
(PASTORE et al., 1991). Em funcao disso, permite a descrigdo de propriedades eletronicas e
estruturais de sistemas grandes, de maneira computacionalmente mais eficiente, quando comparado
a outros métodos de dindmica quantica. O método de CP ¢ muito utilizado para descrever o efeito do
meio solvente em reagdes quimicas, bem como na descri¢ao de processos de transferéncia de proton
(DURLAK; LATAIJKA, 2010; FRANK; NADIMI, 2021; GAO et al., 2019; KIAKOJOURI et al.,
2020; PLIEGO, 2022; SCHWERMANN; DOLTSINIS, 2020; SHEKAARI; JAFARI, 2021;
SHRIVASTAYV et al., 2018; STARE et al., 2011). Isso ocorre em razdo desse método permitir a
avaliacdo dinamica das ligagdes de hidrogénio que ocorrem em escala molecular e a investigagao de
toda a gama de interagdes intra e intermoleculares (de camada fechada (Closed-Shell Interactions) e
camada aberta (Open-Shell)) que podem ocorrer em um processo dindmico.

As simulagdes computacionais ab initio de DMCP foram realizadas utilizando o codigo de
CP implementado no programa CPMD®. A funcio de onda eletronica foi levada ao minimo de
energia, uma vez que o CPMD ndo trabalha em estados excitados (ALAVI, 2009). A integracao
numérica das equagdes de movimento foi realizada com o algoritmo de Velocity Verlet. A estrutura
eletronica foi tratada dentro da aproximacado do gradiente generalizado, usando o funcional de troca-
correlagdio PBE (PERDEW ef al, 1996). Os elétrons centrais foram tratados através dos
pseudopotenciais ultramoles de vanderbilt e os elétrons de valéncia foram representados por um
conjunto de fungdes de base de ondas planas. As fungdes de base foram truncadas em uma energia
cinética de corte (Ecutwfc) de 25 Ry. A massa ficticia p utilizada foi de 400 u.a. e a etapa de
integracgdo, At, utilizada foi de 5 a.t.u., o que corresponde a aproximadamente 0,121 fs. Em ambas as
simulagdes, a temperatura do sistema idnico foi mantida em torno de 300 K usando o termostato
Nosé-Hoover e o sistema eletronico evoluiu sem o uso do termostato. As coordenadas de posigdes
atdmicas foram salvas a cada cinco etapas de integragcdo (0,605 fs). As simulagdes de dinamica
molecular dos sistemas atingiram 36,4 ps.

A analise dos dados para determinacao dos parametros geométricos, fungao de distribuicao
radial de pares (FDR), tempo médio de residéncia (TMR), entre outros, foi realizada através do
software GQTEA, desenvolvido pelo prof. Dr. Ademir Jodo Camargo, lider do Grupo QTEA (Grupo

de Quimica Teorica e Estrutural de Anapolis).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Descricao do estado solido

O ME ¢ obtido a partir de uma reacao de enalapril com a molécula de acido maleico. A
molécula de maleato apresenta carga negativa em um atomo de oxigénio, € o enalapril, possui em
sua estrutura um atomo de nitrogénio realizando quatro ligagdes, apresentando assim uma carga
positiva (N*). As cargas de ambas as moléculas se complementam através de uma ligacdo de
hidrogénio. Visto que a forma I foi elucidada por difracdo de raios-X de monocristal, os dados
cristalograficos experimentais coletados para este polimorfo permitiram o refinamento de quase
todas as posi¢des dos atomos de hidrogénio. A Figura 6.1.1 mostra o ORTEP da forma I e a Tabela
1 apresenta os parametros do sistema cristalino de ambos os polimorfos.(IP; BRENNER, 1987a;

KIANG et al., 2003b).

Figura 9. Elipsoides térmicos dos atomos nao-H com nivel de probabilidade de 50% da forma I

do ME
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Tabela 3. Dados cristalograficos das formas I ¢ I do ME

Dados do cristal Forma I Forma II
Formula Quimica C20H29N,05"-C4H304 C20H20N,05"-C4H304
Peso Molecular 492.5 492.5
Sistema Cristalino Monoclinico Ortorrombico
Grupo Espacial P2, (4) P2:212,(19)
a(A) 11.224(4) 33.9898(3)
b (A) 6.645(2) 11.2109(1)
c(A) 17.824(5) 6.64195(7)
a(®) 90 90
B () 105.52(3) 90
v (©) 90 90
Volume (A%) 1280.9 2530.96
# de reflexdes 2459 -

As formas I e Il do ME apresentam duas moléculas ionizadas na unidade assimétrica (um
anion maleato e um cation enalapril). Em ambas as estruturas cristalinas, os cations enalapril estao
indiretamente ligados entre si através de interagdes com o mesmo anion maleato. Este anion realiza
uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio O9 e o oxigénio O5 do grupo acido carboxilico presente
na molécula de enalapril de outra unidade assimétrica, unindo o par de cations enalapril. Desta
maneira, forma-se um caminho eletronico e uma superestrutura que se estende ao longo do eixo
cristalografico através da alternancia entre o anion maleato e o cation enalapril. A analise de HS
(Figuras 6.1.2¢ e 6.1.2d) demonstra as regides com as maiores densidades eletronicas (em vermelho),
correspondendo aos atomos de N1 e O5 em ambas as formas cristalinas.

Considerando que a impureza DKP resulta de uma reagdao de degradagdo nestas mesmas
por¢des da molécula: um ataque eletrofilico intramolecular do amino secundario da cadeia alifatica,
ao grupo acido carboxilico, resultando na expulsdo de uma molécula de 4gua, formagdo de uma
ligacdo N-C e ciclizagdo (BOUT; VROMANS, 2022a; GU; STRICKLEY, 1987; IP; BRENNER,
1987a; SU et al., 2021a), pode se inferir que as ligagdes de hidrogénio entre o enalapril e o maleato
em ambos os polimorfos, conferem mais estabilidade ao enalapril ao proteger regides moleculares

que apresentam maior reatividade quimica.
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Figura 10. Ligagoes de hidrogénio na (a) forma I a na (b) forma II. Analise de HS para a (c)
forma I e (d) forma II.

(@

(© @
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Visto que a elucidacdo estrutural da forma cristalina I se deu através de difragdo de raios-x
de monocristal e possibilitou o refinamento das posi¢des dos d&tomos de hidrogénio na estrutura, o
arquivo CIF depositado para este cristal permitiu a identificacdo de outras interagdes
intermoleculares. Além da intera¢do descrita anteriormente, verifica-se a presenca de uma interacao
do tipo C-H--C, que ocorre a partir do carbono C6 com o carbono C22, presente na molécula de
maleato. Adicionalmente, sdo observadas também interagdes do tipo C-H--O ocorrendo a partir dos
carbonos C13, C19 e C20, com os atomos de oxigénio O6 e O8 do maleato.

Partindo para as interagdes envolvidas no empacotamento cristalino da forma I, ¢ possivel
observar uma interagdo do tipo C-H:-'m, ocorrendo a partir do carbono C10 do anel aromatico do
enalapril com ressonancia do anel aromatico da molécula de enalapril presente na unidade assimétrica
vizinha e uma interagdo do tipo C-H--C, entre o carbono C11 do anel aromatico do enalapril e o
carbono C21 do maleato. As distancias e angulos de todas as interagdes mencionadas estao plotadas na

Tabela 6.1.2 e, através da Figura 6.1.3, € possivel observar estas interagdes intermoleculares.

Tabela 4. Distancias ¢ angulos das interacdes da forma I do maleato de enalapril.

Interacao Comprimento (A) Angulo (°)
Cl10-H-n 2,71 139,2
Cl1-H--C21 2,82 147,0
C6-H--C22 2,89 162,1
C13-H:-06 2,79 108,1
C20-H:--06 2,86 116,7
C19-H--08 2,63 156,2

N1-H--07 1,78 165,1
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Figura 11. (a) Interacoes da forma I(b) Analise de shape index da forma I — as regides fortemente
destacadas em tom alaranjado sobre o anel aromatico do enalapril assim como sobre o carbono C21 do
maleato, correspondem as interagdes C-H--n ¢ C-H--C respectivamente.

Vale destacar que a interacao C-H: - observada ¢ relativamente comum na natureza, ocorrendo
principalmente entre acidos fracos e bases fracas. O grau energético e a estabilidade destas podem variar
e dependem do tipo de fragmento molecular que realiza o contato: quanto maior a for a for¢a doadora
de proton do grupo C-H envolvido na interacdo, maior o efeito estabilizador. No caso da interagao

observada no empacotamento cristalino da forma I do maleato de enalapril, a mesma parte de um grupo
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C-H aromatico. Nestes casos, a energia envolvida na interacdo varia entre 1,5 e 2,5 kcal/mol e ¢
caracterizada por ser mais forte do que aquelas observadas em grupos C-H alifaticos (NISHIO, 2011).
Por fim, foram realizados os célculos de fingerprints para a forma I, onde determinou-se a
intensidade e o percentual da participagdo de cada interagdo intermolecular no numero total de
interagdes que as moléculas realizam. A anélise evidenciou que o maior percentual de interacdes €
composto de interagdes do tipo O--H (38,2%) seguido de interacdes do tipo C---H (22,6%), que
somam 60,8% das interagdes e refor¢am os dados obtidos nas andlises detalhadas anteriormente.
Conforme pode ser observado na Figura 6.1.4, além de ocorrerem em maior niumero, as interagdes

do tipo O--H s3o também as que apresentam maiores intensidades.

Figura 12. Participacdo das interagdes O---H ¢ C--*H no empacotamento cristalino da forma I
do maleato de enalparil

Interagdes O---H (38,2%) Interagdes C---H (22,6%)
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7.2 Analise de Modelagem Supramolecular

As interagdes O--H observadas no arranjo supramolecular do maleato de enalapril sdo
consideradas ligagdes de hidrogénio. No entanto, as ligacdes de hidrogénio sdo tidas como um
fenomeno muito mais abrangente. Da mesma forma que essas ligagdes podem apresentar
caracteristicas muito proximas de ligacdes covalentes, elas também podem apresentar propriedades
bem semelhantes as interagdes de vdW.

Sabe-se que, na liga¢do de hidrogénio, a interacao total é predominantemente eletrostatica, o
que leva a uma acentuada flexibilidade nas distancias e nos angulos de ligagdo. Isso significa que, de
acordo com as palavras de Steiner (2002), somente definicdes amplas e gerais podem fazer jus a

complexidade e variabilidade quimica do fendmeno (DESIRAJU; STEINER, 2001; GRABOWSKI,
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2006; STEINER, 2002). Neste contexto, ¢ consenso que uma ligacdo de hidrogénio apresenta
algumas caracteristicas especificas que podem ser avaliadas e usadas como padrao.

Em concordancia com a vasta literatura que discute essas ligagdes, Jeffrey sumarizou alguns
critérios geométricos para classificar a for¢a de uma ligagdo de hidrogénio em forte (de carater
fortemente covalente), moderada (de carater principalmente eletrostatico), e fraca (de carater
eletrostatico/disperso). Uma ligagdo de hidrogénio forte tem comprimentos entre 1.2 A e 1.5 A e
angulos entre 170° e 180°, enquanto uma ligacao de hidrogénio moderada tem comprimentos entre
1.5 A e 2.2 A e angulos maiores que 130°. J4 uma ligacdo de hidrogénio fraca tem comprimentos
maiores que 2.2 A e angulos maiores que 90° (JEFFREY; SAENGER, 1991). Visto que as principais
forcas de coesdo observadas entre as estruturas que forma os cristais de ME s3o de ligagdes de
hidrogénio, parte dos critérios utilizados para avaliacdo da mobilidade do 4&tomo de hidrogénio nos
sistemas avaliados se referem a classificagdo deste tipo de interagao.

Para a descricdo das intera¢des intermoleculares no cristal do maleato de enalapril e na
estrutura de minima energia correspondente, bem como a mobilidade do 4tomo de hidrogénio,
utilizou-se os critérios da teoria QTAIM. O primeiro deles ¢ a existéncia de um BCP ao longo do
caminho de ligagdo, conforme anteriormente descrito. As energias relacionadas aos BCPs fornecem
indicagdes sobre o carater da inferagdo. E conhecido que V?[p(1)] < 0 e p(r) > 0.2 indicam uma
ligacdo covalente; VZ[p(r)] > 0 e p(r) < 0.1 indicam uma interagdo do tipo closed-shell (idnica,
van der Walls, ligagdes de hidrogénio e outras). Em relagao a forca de uma ligagao de hidrogénio,
esta pode ser caracterizada da seguinte forma: uma interacdo fraca (de carater eletrostatico) tem
V2[p(r)] > 0 e H[p(r)] > 0, uma interagdo de for¢a média (de carater parcialmente covalente) tem
VZ[p(r)] > 0e H[p(r)] <0, e uma interagdo forte (de carater covalente) tem VZ[p(r)] <0 e
H[p(r)] < 0 (ROZAS et al., 2000). O carater das interagdes intermoleculares também pode ser
demonstrado através da razio entre V[p(r)] e G[p(1)]. E conhecido que se (G[p(M)]/|V[p(M]]) <
0.5 o carater da ligacdo é predominante covalente, e se (G[p(1)]/|V[p(r)]]) > 1 a ligagdo ¢ nao-
covalente. Se 0,5 < (G[p(r)]/|V[p(r)]|]) <1 a interacdo tem caracteristicas parcialmente
covalentes (COSTA et al., 2021; ESRAFILI, 2012; HOSSAIN et al., 2021; NEMATI-KANDE et
al., 2020).

Para a realiza¢ao dos célculos de estrutura eletronica foram definidos quatro sistemas, a fim
de avaliar o deslocamento do 4&tomo de hidrogénio entre os &tomos N1 e O7, bem como a estabilidade
do empacotamento cristalino, relacionando-o com a estrutura de menor energia referente a fase

gasosa do maleato de enalapril. Os quatro sistemas distintos do maleato de enalapril foram
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analisados, por meio da teoria do funcional da densidade (DFT) e posteriormente 0 QTAIM. Dois
sistemas reproduzindo a estrutura cristalina, através do congelamento dos dtomos mais pesados, e
dois sistemas na configuracao de menor energia, por meio da otimizagao da geometria.

Os dois sistemas que sao levados ao minimo de energia diferem entre si pela localizacao do
atomo de hidrogénio no maleato. Um deles considera o maleato de enalapril com o hidrogénio do
maleato centralizado e voltado em direcdo a carbonila (conforme visto na Figura 6.2.1a) e o outro
considera o maleato de enalapril com hidrogénio descentralizado (conforme visto na Figura 6.2.1b).
Esses dois sistemas também sdo avaliados com os atomos congelados, reproduzindo a conformacao

da estrutura no estado solido

Figura 13. Variagdes na posi¢dao do atomo de hidrogénio para a realiza¢do dos calculos tedricos. Observamos
em (a) o hidrogénio do maleato, que ocupa uma posi¢do central, voltado em dire¢ao a carbonila e em (b) o

hidrogénio da carboxila descentralizado, posicionado na extremidade da molécula.

(a) (b)

As estruturas referentes aos sistemas estudados podem ser vistas na Figura 6.1.2 e as energias
dos pontos criticos de ligacao entre os atomos estdao dispostas na Tabela 6.2.1. Foram avaliadas todas
as interagdes que apresentaram um caminho de ligagao bem definido. A avaliagdo utilizou os critérios
especificados na metodologia acerca das propriedades dos BCPs que surgem no ponto de menor
valor da densidade eletronica ao longo do caminho de ligacdo entre os atomos interagentes.

Os sistemas analisados foram nomeados da seguinte maneira: o MEcs (Figura 6.2.1a) ¢
referente a conformacao de estado s6lido do maleato de enalapril com o hidrogénio do maleato
centralizado e voltado em direcdo a carbonila. O MEcg (Figura 6.2.1b) ¢é referente a estrutura de
menor energia (fase gasosa) do maleato de enalapril nessa mesma configuracdo. O MEds (Figura
6.2.1c) ¢ referente a conformacdo de estado s6lido do maleato de enalapril com hidrogénio

descentralizado e o MEdg (Figura 6.2.1d) ¢ referente a estrutura de menor energia (fase gasosa) do
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maleato de enalapril nessa mesma configuragdo. A numeragdo dos CPs esta ilustrada na Figura 6.2.1

e descrita na Tabela 6.2.1.

Figura 14. Localizag@o e numeracdo dos pontos criticos e dos caminhos de ligagdo nos sistemas

avaliados.
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Tabela 5. Distancias e angulos das ligagdes de hidrogénio, Densidade eletronica (p(r)), Densidade de energia
(H[p(1)]), Laplaciano da densidade eletronica (V2[p(r)]), Densidade de energia potencial (V[p(r)]) e densidade

eletronica cinética (G[p(r)]) referentes aos valores de BCPs ao nivel de teoria M062x/6-311++G**,

Sistema Interagio Lig(‘;jdo A"i:’lo () HpM] 7] V@l Glp@] %
N1-H--O7 (CP1) 1.665 170.5 0.103589 -0.063257 0.565297 -0.267838 0.204581 0.763824
08-H:-06 (CP2) 1.355 172.7 0.295020 -0.370311 0.099114 -0.765400 0.395089 0.516186
C13-H--06 (CP3) 2.697 110.6 0.025672 0.001663 0.063147 -0.012461 0.014124 1.133456
E¥les 06-C14--06 (CP4) 3.141 106.4 0.023733 -0.000043 0.038858 -0.009800 0.009757 0.995612
C20-H-+06 (CP5) 2.770 118.6 0.028414 0.000009 0.037731 -0.009415 0.009424 1.000956
C6-H--C22 (CP6) 2.774 168.5 0.041435 0.001541 0.098591 -0.021566 0.023107 1.071455
N1-H--O7 (CP1) 1.465 164.1 0.205779 -0.224547 0.456890 -0.563316 0.338769 0.601384
08-H:-06 (CP2) 1.511 169.1 0.106757 -0.071399 0.208022 -0.194803 0.123404  0.633481

EMcg

C13-H-06 (CP3) 2.220 132.9 0.061922 -0.006101 0.130119 -0.044732 0.038631 0.863610
C20-H-06 (CP4) 2.388 142.6 0.049290 -0.005978 0.075408 -0.030809 0.024830  0.805933
NI1-H:--O7 (CP1) 1.632 171.3 0.092196 -0.055523 0.696453 -0.285159 0.229636  0.805291
08-H:-06 (CP2) 2411 108.9 0.038473 -0.005534 0.025028 -0.017324 0.011791 0.680616
C13-H-06 (CP3) 2.688 111.2 0.021558 -0.000728 0.032179 -0.009501 0.008773 0.923376
s C20-H-+06 (CP4) 2.756 119.6 0.020912 -0.001280 0.024536 -0.008693 0.007414  0.852870
C19-H--08 (CP5) 2.536 158.0 0.023386 -0.000510 0.038607 -0.010673 0.010162 0.952122
C6-H--C22 (CP6) 2.773 168.2 0.030110 0.000329 0.054791 -0.013040 0.013369 1.025230
N1-H--O7 (CP1) 1.663 167.5 0.067282 -0.022645 0.229980 -0.102786 0.080140  0.779678
C14-H--O7 (CP2) 2.608 103.7 0.051906 -0.006708 0.035642 -0.022328 0.015619 0,699525
C6-H--O7 (CP3) 2.506 151.7 0.038815 -0.000380 0.082027 -0.021266 0.020887 0.982178
C8-H--06 (CP4) 2.500 135.2 0.020169 -0.001901 0.055462 -0.017667 0.015766 0.892398
EMdg C5-H--06 (CP5) 2.633 121.5 0.036840 -0.002710 0.039275 -0.015239 0.012529 0.822167
C13-H-+06 (CP6) 2.372 120.2 0.046551 -0.002926 0.078917 -0.025582 0.022656 0.885623
C20-H-+06 (CP7) 2.336 138.3 0.042876 -0.006116 0.041795 -0.022682 0.016565 0.730315
C23-C24--06 (CP8) 2.626 81.2 0.053239 -0.007399 0.042411 -0.025400 0.018001 0.708701
C8-H--09 (CP9) 2.552 126.8 0.021290 -0.000048 0.058746 -0.014784 0.014735 0.996686

A interagdo N1-H---O7 (CP1) mostrou um carater predominantemente eletrostatico, com

distancias de aproximadamente 1,6 A (N1-H) e angulos de aproximadamente 170°. Os valores da
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distancia da ligacdo sdo superiores ao limite estabelecido para ligacdes fortemente covalentes,
enquanto os angulos estdo no limite inferior. Isso sugere um carater parcialmente covalente para essa
interacao em todos os sistemas avaliados. Uma vez que a interagao N1-H---O7, nos sistemas MEcs e
MEdg, apresentou valor maior que 0,1 para a densidade eletronica e V2 [p(r)] >0, V2 [p(r)]> 0 p(r)
< 0.1 ¢ observada uma interacao do tipo closed shell, como ligacao de hidrogénio.

Nos sistemas MEds e MEdg , essa interagio mostrou VZ[p(r)]>0 e p(r) <0.1,
caracterizando um comportamento de interacdo do tipo closed shell. Para os quatro sistemas, a
interagdo N1-H--O7 apresentou VZ[p(r)] > 0 e H[p(r)] < 0, caracterizando uma interagdo de for¢a
moderada, com carater parcialmente covalente. O G[p(r)]/|V[p(1)]] foi avaliado e os resultados
mostraram que os quatro sistemas concordam entre si € corroboram com a classificagdo de carater
parcialmente covalente para a interacdo N1-H--O7, visto que os valores desta razdo se mantiveram
na faixade 0.5 < (G[p(r)]/|V[p(r)]]) < 1. No sistema MEcs, a interagdo mais forte ¢ a O8-H--O6
(CP2), ja que possui o menor comprimento de ligagdo, 1.355 A, e maior angulo de ligacdo, 172.7°,
arazdo G[p(r)]/|V[p(r)]| = 0.516 e p(r) > 0.2, reforgam o carater predominantemente covalente
da ligacdo. As interagdes C13-H-~-06, C20-H--06 e C6-H--22 tém VZ[p(r)] > 0, H[p(r)] >0 ¢
Glp(r)]/|V[p(r)]| > 1, demonstrando carater puramente ndo-covalente e correspondendo, portanto,
a ligagoes fracas de hidrogénio.

O sistema MEds se difere do sistema MEcs pelo aparecimento da interacdo C19 -H:--O8 e
desaparecimento da interacdo O3-C14---O6. Quase todas as interagdes do MEds mostram
VZ[p(r)] > 0e H[p(r)] < 0e arazio G[p(r)]/|V[p(r)]| se mantém entre 0.5 e 1, demonstrando
o carater parcialmente covalente destas interagdes. A Unica interagdo que diverge deste
comportamento ¢ a C6-H-+C22, que possui V2[p(r)] > 0, H[p(r)] > 0 e G[p(M)]/|V[p(M]| > 1,
caracterizando-se como uma ligacao fraca, ndo-covalente.

No sistema MEds existe uma boa estabilizacdo da estrutura no estado solido, visto que todas
as interagdes apresentam VZ[p(r)] > 0 e H[p(r)] < 0 e a razdo G[p(r)]/|V[p(r)]| se mantém
entre 0.5 e 1. Estes parametros concordam entre si e reforcam o carater parcialmente covalente das
interagdes avaliadas.

As quatro principais interagdes observadas no estado de minima energia do maleato de
enalapril no sistema MEcg apresentaram V2[p(r)] >0 e H[p(r)] <0, assim como 0,5 <
(Glp(™)]/IV][p(M)]]) < 1 configurando interagdes de forga moderada, com carater parcialmente
covalente. A interacdo mais forte do sistema MEcg ¢ a N1-H:--O7, que possui um comprimento de

ligagdo de 1.465 A, um angulo de 164.1°, razdo G[p(1)]/|V[p(1)]| préximo de 0.5 e p(r) > 0.2,
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demonstrando um cardter predominantemente covalente. As interagdes N1-H--O7, C13-H--06 e
C20-H---O6 também foram observadas na conformagdo cristalografica e se mantiveram quando o
sistema foi levado a configura¢dao de energia minima. Para estas interacdes houve uma diminui¢ao
das distancias das ligagdes, um aumento nos angulos e a diminuig¢do da razdo (G[p(r)]/|V[p(M)]]).
Portanto, elas se tornaram mais fortes no estado de minima energia em relagdo a conformacao do
estado solido.

No sistema MEdg, em que os atomos do sistema foram levados ao minimo de energia,
observa-se a transferéncia do hidrogénio do enalapril para o maleato e, em consequéncia disso, 0s
atomos O6 e O7 se tornam mais reativos e interagem simultaneamente com varios outros atomos do
sistema. Todas as interagdes desse sistema apresentam V2[p(r)] > 0 e H[p(r)] <0 e a razdo
Glp(M)]/|V[p(r)]| se mantém entre 0.5 ¢ 1. Esses pardmetros concordam entre si ¢ reforcam o
carater parcialmente covalente das interagdes avaliadas. O oxigénio O7 participa de trés interagdes
de carater parcialmente covalente, a saber C14-H---O7 (CP2), C6-H--O7(CP3) e N1-H---O7 (CP1),
sendo essa ultima mais forte que as demais, visto que possui um comprimento de ligacdo de 1.663 A
e um angulo de ligagdao de 167.5° e ambos os valores estdo muito préximos ao limite superior
esperado para uma ligacdo fortemente covalente. O 4tomo O6 participa das interagcdes C8-H---O6
(CP4),C5-H:+-0O6 (CP5),C13-H--06 (CP6), C20-H--O6 (CP7) e C23-C24---O6 (CP8), que possuem
comprimentos de ligacdo entre 2.3 A e 2.6 A e, em sua maioria, Angulos maiores que 90°, valores
esperados para uma ligacao de hidrogénio fraca. Observa-se um giro de aproximadamente 90° na
carboxila do maleato, dando origem a interagdo C8-H---O9 (CP9), que também possui um carater
parcialmente covalente, correspondendo a uma ligag¢io de hidrogénio fraca, com 2.552 A e126.8°.

Os orbitais de fronteira, conhecidos como orbital molecular ocupado de mais alta energia
(HOMO - Highest Occupied Molecular Orbital ) e orbital molecular desocupado de mais baixa
energia (LUMO - Lowest Occupied Molecular Orbital), estao diretamente associados a capacidade
dos atomos de doar ou aceitar elétrons. A energia HOMO esta relacionada a capacidade da molécula
de doar elétrons, e a energia LUMO esta relacionada a capacidade da molécula de aceitar elétrons. A
diferenca de energia entre 0o HOMO e o LUMO (E;) ¢ um importante indice de estabilidade quimica.
Um elevado valor de E; implica numa alta estabilidade em relacdo a reatividade quimica, enquanto
valores de E; mais baixos, indicam uma menor a energia de excitacdo e, consequentemente, um
composto mais polarizavel (RAUK, 2001).

A Figura 6.2.2, mostra uma representagdo grafica dos orbitais de fronteira, suas energias

(Enomo © ELumo) € a energia E; calculadas usando Teoria do Funcional da Densidade com nivel de
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teoria M06-2X/6-311++G(d,p) para as configuracdes MEc e MEd no estado solido e na fase gasosa.
Observando a figura temos que os valores de E; para MEcg e MEcs sdo, respectivamente, 7.501 eV’
e 7.219 eV, com uma diferenca percentual relativa entre elas de 3,76%. Isto significa que a
conformag¢do da MEc na fase gasosa ¢ mais reativa do que no estado sélido. E os valores de E; para
MEdg e MEds sao, respectivamente, 6.363 eV e 7.099 eV, com uma diferenca percentual relativa
entre elas de 11,57%. O que significa que a conformacao da MEd no estado sélido é mais reativa que
na fase gasosa. Para o MEd temos uma diferencga relativa mais acentuada o que mostra que a posi¢ao

do hidrogénio no maleato afeta a energia dos orbitais moleculares nesta conformacgao.

Figura 15. Orbitais de fronteira para as conformagdes (a) MEcs, b) MEcg, ¢) MEds e d)
MEdg
(a) HOMO (acima) e LUMO (abaixo) para (b) HOMO (acima) e LUMO (abaixo) para
MEcgcs. MEcg.

Enomo = —0.31223 Ha = —8.4962142142 eV Eyouo = —0.30249 Ha = —8.2311752159 eV
E,ymo = —0.03657 Ha = —0.9951207565 eV E,yyo = —0.03372 Ha = —0.9175682776 eV

E;, = 0.27566 Ha = 7.5010934577 eV E, = 0.26529 Ha = 7.2189112798 eV

A

(¢) HOMO (acima) e LUMO (abaixo) para (d) HOMO (acima) e LUMO (abaixo) para
MEds. MEdg.
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Enomo = —0.25493 Ha = —6.9370012159 eV Epomo = —0.29522 Ha = —8.033348366 eV
Eiymo = —0.02111 Ha = —0.5744325723 eV E ymo = —0.03433 Ha = —0.9341672292 eV

E, = 0.23382 Ha = 6.3625686435 eV E; = 0.26089 Ha = 7.0991811368 eV

A superficie de potencial eletrostatico (ESP) ¢ outra ferramenta importante para a
compreensdo da reatividade quimica de moléculas e sdlidos. Consiste em um mapa que fornece
informacdes sobre a distribuicdo de cargas nas moléculas, mostrando as regides com excesso de

elétrons em vermelho e as regides com deficiéncia de elétrons em azul.

Foram avaliados as ESPs (Figura 6.2.3) das estruturas de maleato de enalapril em fase gasosa
(MEcg e MEdg) e na conformacao do estado solido (MEcs e MEds). Uma maior densidade eletronica
¢ verificada na regido dos oxigénios O8 e O9 do maleato na estrutura MEcs, regido em que, na
estrutura cristalina da forma I, observa-se a intera¢do do maleato com uma molécula de enalapril de
outra unidade assimétrica. Percebe-se que a estrutura MEcg, correspondente a estrutura em fase
gasosa, apresenta uma concentragao de cargas negativas na regido da ressonancia do anel aromatico,
o que demonstra a capacidade de aceitar elétrons em uma interag¢do intermolecular. Observa-se ainda

uma forte polarizagdo do potencial eletrostatico na vizinhanga desse anel aromatico.
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Na Figura 6.2.3c, que mostra a conformagdo MEds, observa-se que as regides mais
eletronegativas, e portanto, mais propensas a receberem elétrons, estdo nos sitios 06, O8, O7, O1,
03 e O4. Na Figura 6.2.3d, que mostra a conformacao MEdg, observa-se uma concentragao de cargas
negativas nos sitios O4, O3, O1, O7 e O8 e, novamente, as regides menos eletronegativas sao vistas
nos hidrogénios ligados aos oxigénios O5 e O9. Em ambas as estruturas MEd (s e g), as regioes
menos eletronegativas sdo vistas nos hidrogénios ligados aos oxigénios O5 e 09, evidenciando a
polarizagdio de cargas nesses sitios. E vista ainda uma concentragdo de cargas negativas, ainda que

fraca, na regido da ressonancia do anel aromatico para as estruturas MEds e MEdg.

Figura 16. ESP para as conformagdes (a) MEcs, (b) MEcg, (c) MEds e (d) MEdg.

(@)

(b)
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7.3 Calculos de Dinamica Molecular

De acordo com a avaliagdo estatica de QTAIM, percebeu-se que a mudanga da posi¢cdo do
hidrogénio nas estruturas avaliadas afeta a estabilizacao do cristal de maleato de enalapril, pois altera
as principais interagdes entre as moléculas que formam o cristal. Para verificar como ocorre o
processo dindmico da formacdo e quebras das ligagdes de hidrogénio entre o enalapril e o acido
maleico em fun¢do da mudanga na posi¢do de um dtomo de hidrogénio foi realizada a DMCP desses
sistemas em fase gasosa.

Foram considerados dois sistemas de maleato de enalapril em fase gasosa, diferenciando-os
pela localiza¢do do atomo de hidrogénio na molécula de maleato: MEc e MEd. Foram construidas
duas “caixas” (que representam somente as dimensdes do sistema e ndo uma barreira fisica real)
ctibicas de 15 A, com uma molécula de enalapril (C20H20N205") e uma de maleato (C4H3047) em cada
sistema. Ambos os sistemas possuem dois atomos de nitrogénio, nove atomos de oxigénio, 32 atomos
de hidrogénio e 24 4tomos de carbono, totalizando 67 atomos em cada um deles. A Figura 6.3.1

mostra ambos os sistemas denominados MEc e MEd.

Figura 17. (a) Sistema MEc, com o hidrogénio do maleato centralizado e voltado em direcdo a

carbonila. (b) Sistema MEd, com hidrogénio do maleato em posi¢ao descentralizada

(@) ()

O oxigénio O7 interage com o hidrogénio ligado ao N1 nos dois sistemas considerados. Por
meio da Fun¢do de Distribui¢ao Radial de Pares (FDR), g(r), centrada no atomo O7 (Figura 6.3.2),

com os hidrogénios do sistema, ¢ verificado um pico bem definido entre 0.8 A e1.85 A para o sistema
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MEc e um pico bem definido entre 0.7 A e 1.35 A para o sistema MEd. Isto indica que a primeira
camada de solvatacao do oxigénio O7 com os hidrogénios ¢ bem estabelecida em ambos os sistemas,
reforgando a existéncia da interacdo do oxigénio O7 com o H do maleato dentro dos limites de

distancias caracteristicos de uma ligacdo de hidrogénio (até 2.2 A para ligagdes de forca moderada)

durante a evolucao da dindmica molecular. Nos dois sistemas o grupo amino realiza uma ligagdo de

MEc, este limite atinge 1.85 A.

hidrogénio bastante estavel com o H do maleato, entretanto esta interagdo ¢ mais forte no sistema
ME(, visto que o limite maximo da primeira camada de solvatacdo ¢ de 1.35 A, enquanto no sistema

Figura 18. FDR centrado no atomo O7 com os hidrogénios do sistema (a) MEc ¢ do sistema
(b) MEd a 300K

(@)
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O Tempo Médio de Resisténcia (TMR) descreve a estrutura da camada de solvatacdo
dependente do tempo. E definida como a razdo entre o tempo de residéncia do 4&tomo no sitio avaliado

e o numero de vezes que o atomo entre e sai da camada. O TMR do oxigénio O7 com o hidrogénio

do maleato ¢ de 1.0 ps no sistema MEc e 12.4 ps no sistema MEd. Assim, o TMR do sistema MEd

e saidas do sitio).

¢ muito superior e indica que o H do grupo amino permanece na primeira camada de solvatagao
(entre 0.7 A e 1.35 A) do oxigénio O7 durante toda a simulag?o, realizando poucas trocas (entradas

A Figura 6.3.3 mostra o numero de coordenagdo do O7 com os hidrogénios para ambos os

sistemas avaliados. Este nimero de coordenagdo ¢ igual a 1 sempre que um atomo esta dentro da
primeira camada de solvatagdo centrada em um atomo especifico. Em ambos os sistemas, durante
todo o tempo de simulagdo existe pelo menos um 4atomo de hidrogénio na primeira camada de

solvatagdo do oxigénio O7. A Figura 6.3.3a (sistema MEc) demonstra a presenca de até dois atomos
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de hidrogénio nesta regido em alguns momentos da dindmica. A presenca do segundo atomo de
hidrogénio no sitio do oxigénio O7 diminui o TMR deste atomo devido as muitas trocas que sdo
contabilizadas neste sitio.

Figura 19. TMR para o 4&tomo O7 com os hidrogénios do sistema (a) MEc e do sistema (b) MEd a

300K.
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Visto que no sistema MEd o TMR ¢ maior (12,4 ps) e a primeira camada de solvatacao (entre
0.7 A e 1.35 A) estd mais proxima do oxigénio O7, conclui-se que o hidrogénio descentralizado
favorece o deslocamento de um hidrogénio do grupo amino (N1 do enalapril) para o O7 do maleato.
Entretanto no sistema MEc, existe um TMR menor (1.0 ps) e uma primeira camada de solvatagao
(entre 0.8 A e 1.85 A) entre o oxigénio O7 e o hidrogénio do grupo amino. Este comportamento é
consistente com o perfil de distdncias entre os atomos avaliados nesta interacdo, conforme
demonstrado na Figura 6.3.4.

A Figura 6.3.4a (que faz um close no inicio da simulagdo) mostra que, no sistema MEc, a
dindmica comeg¢a com o hidrogénio mais proximo ao atomo N1 (linha preta), entretanto, este
hidrogénio se aproxima rapidamente do dtomo O7 (linha vermelha), se mantém ali durante os
primeiros 0.6 ps da simulacdo e rapidamente se distancia novamente do O7, retornando para perto do
N1 do enalapril. A partir deste momento, o hidrogénio ¢ fixado entre os &tomos N1 e O7, realizando
algumas trocas, porém mantendo-se mais préximo do N1 (linha preta) durante quase todo o tempo de
simulagdo. Esta preferéncia ¢ validade pelo calculo da distdncia média dos atomos durante a

dinamica, a qual é de 1.42 A entre 0 O7 e o hidrogénio e de 1.20 A entre o N1 e o hidrogénio.
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A Figura 6.3.4b mostra que, para o sistema MEd, existe inicialmente a mesma preferéncia de
trocas observada no sistema MEc, mas rapidamente o hidrogénio se aproxima do oxigénio O7 (linha
vermelha). A principal diferenca entre os sistemas ¢ o fato do hidrogénio se manter mais préximo ao
O7 durante todo o tempo de simulagio com ua distdncia média de 1.02 A. Esta distincia é
caracteristica de uma ligagdo covalente, portanto pode-se concluir que um dos atomos de hidrogénio
¢ arrancado do grupo amino do enalapril (N1) pelo maleato, formando o 4cido maleico. Assim, aé
observada uma transferéncia de carga do enalapril para o maleato no sistema MEd.

Estes resultados indicam que o hidrogénio descentralizado na molécula de maleato (MEd)
favorece a decomposicao estrutural do maleato de enalapril devido ao processo de transferéncia de
carga, enquanto o hidrogénio centralizado (sistema MEc) favorece a estabilizagdo do estado solido

maleato de enalapril, em fungao da mobilidade do préton entre as duas moléculas.

Figura 20. Evolugdo das distancias entre os atomos N1-H e O7-H do (a) sistema MEc e do (b)

sistema MEd a 300 K
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As outras interacdes significantes observadas nas andlises de QTAIM foram aquelas
mediadas pelo oxigénio O8. Para estes casos, foi realizada a avaliagdo da FDR g(r), centrada no
atomo O8 (Figura 6.3.5) com os hidrogénios do sistema.

A Figura 6.3.5a mostra uma primeira camada de solvatacio bem definida entre 1.0 A e 1.9
A e uma segunda camada de solvatagdo bem definida entre 2.0 A e 3.2 A para o sistema MEc. O
sistema MEd também possui uma primeira camada de solvata¢do bem definida com um pico em g(r)
entre 1.85 A ¢ 2.95 A. A primeira camada de solvatacio do sistema MEc ¢ mais proxima ao 4tomo

central e as interacdes sao mais fortes, visto que se encontram dentro de uma faixa de distancias
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permitidas para ligagdes de hidrogénio moderadas (até 2.2 A). Ja o sistema MEd realiza interagdes
fracas, visto que sua primeira camada de solvatagio se inicia a 1.85 A e vai até 2.95 A.

O TMR apresentado na Figura 6.3.6 mostra quantas vezes os atomos entram e saem do sitio
do oxigénio O8 em ambos os sistemas. A Figura 6.3.6a mostra até sete atomos de hidrogénio
simultaneamente na primeira e segunda camadas de solvatacdo do oxigénio O8. A Figura 6.3.6b
mostra até cinco atomos de hidrogénio simultaneamente na primeira camada de solvatacdo do atomo
0O8. Isto indica que em ambos os sistemas o oxigénio O8 ¢ bem solvatado e reproduz a reatividade
observada nas analises de QTAIM. A transferéncia de carga observada do atomo N1 para o dtomo
O7 e a distancia do oxigénio O8 em relagdo aos hidrogénios do enalapril no sistema EMd indicam a
formacdo do acido maleico e o distanciamento do mesmo da molécula de enalapril durante a

simulagdo da fase gasosa.

Figura 21. RDF centrado no atomo O8 com hidrogénios do sistema (a) MEc e (b) MEd a
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Figura 22. TMR para o atomo O8 com os hidrogénios do sistema (a) Mec e do sistema (b)

MEd a 300K.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou uma avaliagdo do arranjo supramolecular do ME no estado solido.
As andlises evidenciaram que em ambas as estruturas cristalinas, os cations de enalapril presentes
nas unidades assimétricas sao ligados indiretamente uns aos outros através de ligagdes de hidrogénio
envolvendo o mesmo anion maleato. Adicionalmente, as regides da molécula que exibem maior
densidade eletronica e indicam a ocorréncia destas interagdes, também coincidem com os grupos
funcionais que sao mais propensos a sofrerem reagdes de degradacdo, o que explica o fato da
estrutura cristalina do maleato de enalapril conferir maior estabilidade ao farmaco.

Finalmente, as andlises de modelagem supramolecular e os calculos de DMCP foram
aplicados para avaliar a estrutura eletronica do maleato enalapril e o processo de transferéncia do
proton. Estas andlises mostraram a transferéncia da carga do enalapril para o maleato assim como a
mobilidade do proton (H) entre as duas moléculas no estado cristalino. Observou-se boa
concordancia entre os resultados obtidos pela avaliagdo do QTAIM e da DMCP, uma vez que ambos
os estudos reproduziram as principais interagdes entre enalapril e maleato. A interagdo que resulta
na transferéncia de carga observada na dindmica molecular (N1-H---O7) foi prevista no estudo do
QTAIM nos quatro sistemas simulados. Estes achados podem auxiliar a preencher lacunas de
informagdes que sdo fundamentais para o entendimento das propriedades fisico-quimicas e

farmacocinéticas do maleato de enalapril.
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