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RESUMO

O farmaco captopril € um dos mais consolidados no tratamento de pacientes com
hipertensdo. Por ser um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), ele age
impedindo a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il. O captopril, como todos
os farmacos € submetido a estudos de estabilidade, nas quais sdo necessarios o uso
de padrbes de referéncia. O &cido 1-(isobutiril) pirrolidino-2-carboxilico (2a) é uma
das impurezas da sintese do farmaco captopril, também conhecida como “Impureza
E”. Tal Impureza é um dos produtos monitorados e utilizado como padrdo de
referéncia no estudo de estabilidade do farmaco captopril. A importancia da sintese
de padrbes se deve ao alto custo e dificuldade de acesso, 0 que incentiva 0 uso de
métodos alternativos que facilitem o processo e economizem tempo e dinheiro. Neste
trabalho, a “Impureza E” foi sintetizada por um novo método desenvolvido com uso de
irradiacdo de micro-ondas. O produto foi obtido na forma cristalina e analisado por
métodos espectroscépicos. A andlise por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H
e 3C em solucéo apresentou dois estados conformacionais estaveis, provavelmente
amido conférmeros, enquanto as analises por difracdo de raios X apresentaram
apenas um composto. Para elucidar o comportamento desse composto em solucao
0 estudo de RMN foi realizado em diferentes temperaturas e solventes. Foram
utilizadas as temperaturas de -50°C a 80°C e os solventes DMSO-ds, methanol-da,
acetona-ds e cloroformio-di. Nas temperaturas utilizadas, ndo houve variacdo
significativa na proporcdo dos conférmeros analisados. No entanto, os solventes
utilizados proporcionaram alta variagdo de proporc¢éo entre as conformacgdes, na qual
o cloroférmio, por ser o solvente mais apolar, apresentou-se como o solvente que mais
estabilizou o conférmero de maior populagédo. Assim, pode-se concluir que existe um
equilibrio em solucéo e hd uma alta barreira energética entre os conférmeros que pode
ser superada pelo uso de solventes com uma baixa polaridade, através disso
permitindo uma ligag&o de hidrogénio intramolecular, suscitando na estabiliza¢cdo do

conférmero mais estavel.

Palavras-chave: “Impureza E”, RMN, conférmero.



ABSTRACT

The drug captopril is one of the most consolidated in the treatment of patients with
hypertension. Due to its abilityto inhibity the angiotensin converting enzyme (ACE), it
acts by preventing the conversion of angiotensin | to angiotensin Il. Captopril, like all
drugs, is subjected to stability studies in which the use of reference standards is
required. The 1- (Isobutyryl) pyrrolidine-2-carboxylic acid (2a) is one of the impurities
in the synthesis of the drug captopril, also known as "Impurity E". Such Impurity is one
of the products monitored and used as reference standard in the stability study of the
drug captopril. The importance of pattern synthesis is due to the expensive and difficult
of access, which encourages the use of alternative methods that facilitate the process
and save time and money. In this work, the "Impurity E" was synthesized by a new
method developed with the use of microwave irradiation. The product was obtained in
crystalline form and analyzed by spectroscopic methods. The nuclear magnetic
resonance (NMR) analysis of *H and *3C in solution showed two stable conformational
states, probably confounding starch, while X-ray diffraction analysis showed only one
form. To elucidate the behavior of this compound in solution the NMR study was
performed at different temperatures and solvents. Temperatures of -50°C to 80°C and
the solvents DMSO-ds, methanol-ds, acetone-ds and chloroform-d: were used. At the
temperatures used, there was no significant variation in the proportion of the
confomers analyzed. However, the solvents used provided a high variation in the ratio
between the conformations, in which chloroform, as the most apolar solvent, was the
solvent that most stabilized the confomer of the largest population. Thus, it can be
concluded that there is an equilibrium in solution and there is a high energy barrier
between the confomers that can be overcome by the use of solvents with a low polarity,
thus allowing intramolecular hydrogen bonding, resulting in stabilization of the most

stable confomer.

Palavras-chave: Impurity E, NMR, conformers.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no ano de
2016 a hipertensédo foi responsavel por 49.640 mortes no Brasil, e do ano de
2006 a 2016 foram cerca de 500 mil mortes (OMS, 2018). Ressalva-se ainda que
cerca de 1,1 bilhdes de adultos tém presséo alta e menos de um a cada cinco
realizam o controle da mesma. Estas informagdes sao alarmantes,
demonstrando a necessidade da certeza de que os medicamentos utilizados
devem conter total eficiéncia e seguranca necessaria, visto que a hipertenséo é
responsavel por 45% das doencas vasculares, onde essas doencas estdo entre
as principias causas de morte do mundo (OMS, 2014).

O captopril (Figura 1) é um medicamento indicado para pacientes com
hipertensdo, atuando como um inibidor da enzima conversora de angiotensina
(ECA). Tal farmaco apresenta grande eficicia no tratamento, somando a isso um
menor custo e uma baixa toxicidade (BOJARSKA, 2015). Esse farmaco ja é
consolidado no mercado e consequentemente € submetido a estudos de
degradacéao forcada (CUSHMAN; ONDETTI, 1991).

Figura 1.  Estrutura Captopril.

(1a)
HS\)ﬁ(NQ
0 COOH

Estudos de degradacao forcada tém como objetivo monitorar as
possiveis impurezas, bem como os produtos de degradacado ja presentes no
medicamento ou que podem ser gerados conforme as condicfes as quais o
mesmo € exposto, visando assegurar a seguranca e a eficacia do
farmaco/medicamento (BLESSY et al, 2014; TATTERSALL, 2016).

Os estudos de estabilidade possuem certa complexidade por

envolverem estruturas desconhecidas. Sendo assim, pode-se considerar a
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sintese desses compostos como uma alternativa a otimizacdo deste processo,
de modo a estabelecer padrbes e agilizar o tempo de estudo (CHAKOLE et al.,
2013; DEOKATE; GORDE, 2014).

Nos processos de sintese de padrdo, o uso de reac¢des por irradiagéo
de micro-ondas é extremamente interessante, pois a técnica esta incluida em
uma linha da quimica verde. Além de reduzir o tempo de reacéo, esse protocolo
diminui o uso de solventes ou ndo os utiliza, e reduz o nimero de reacfes
secunddrias, levando a obtencdo do produto desejado com alto rendimento e
pureza (AMETA et al., 2014).

O captopril possui impurezas e produtos de degradacdo com
estruturas elucidadas e de origem definida. A “Impureza E” (Figura 2), presente
no captopril, é oriunda da prépria rota sintética. Esta substancia possui
especificidades estruturais decorrentes da ligagdo amidica, que em solucao
pode apresentar duas conformacdes (ANVISA, 2015; LGC Reference Standards,
2015).

Figura 2. Estrutura do acido (2S)-1-[2-Metilpropanail] pirrolidina-2-carboxilico (“Impureza
EH).

(2a)

(@]
H—_ COOH
S

Esse efeito de mudanca conformacional da estrutura pode ser
observado em diversos outros compostos com aplicacdes bioldgicas e sintéticas,
dentre elas o captopril. Esse problema é evidenciado principalmente em solucgéo,
podendo ser observado por técnicas espectroscopicas. As técnicas
espectroscopicas aliadas aos calculos teoricos auxiliam na compreensao do
comportamento dessas moléculas, bem como na determinacdo estrutural de
conférmeros (LAMBERT et al., 2014; SONG, 2016).
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Portanto, estudos conformacionais em equilibrio no estado sélido ou
em solucdo que evidenciem os efeitos de interacao que governam a estabilidade
dos estados conformacionais podem auxiliar na compreensdo estrutural de
moléculas. Esses estudos podem subsidiar o desenvolvimento de novas
estratégias que permitam diminuir ou aumentar a flexibilidade estrutural,
minimizando as incertezas que as mudancas conformacionais possam causar

nas propriedades de compostos bioativos.

2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Sintetizar a “Impureza E” do captopril sob irradiagcdo de micro-ondas,

realizando sua caracteriza¢éo e estudo conformacional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar a “Impureza E” sob irradiacdo de micro-ondas;

e Realizar estudos espectroscopicos;

e Avaliar as conformacdes;

e Realizar estudos de estabilidade térmica;

e Obter o composto em sua forma cristalina;

e Realizar estudos cristalograficos através da difracdo de Raio-X;

e Realizar estudos tedricos para avaliar a barreira enérgica
existente;

e Sintetizar analogos para avaliar a formagéo de conférmeros.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CAPTOPRIL

o] farmaco captopril (acido (2S)-1-[(2S)-2-metil-3-
sulanilpropanoil]pirrolidino-2-carboxilico) esta incluso na classe terapéutica dos
anti-hipertensivos, prescrito para pacientes com hipertensdo e insuficiéncia
cardiaca (BRASIL, 2015).

Os estudos da acao do captopril foram decorrentes da descoberta dos
efeitos farmacologicos do veneno da jararaca (Bothrops jararaca), onde nos
peptideos derivados do veneno da jararaca foi observado um alto fator de
potencializacdo da bradicinina (BPF) (polipeptidio plasmatico de funcéo
vasodilatadora) e a inibicAo de algumas enzimas. Em Londres, com o
aprofundamento desse estudo chegaram ao derivado 2-metil-succinilprolina (3a)
(Figura 3), com a presenca do grupo metila préximo ao grupo amida, observando
assim a acao de inibir a ECA (CUSHMAN; ONDETTI, 1991; FERREIRA; BPF,
1949).

Figura 3.  Estrutura da 2-metil-succinilprolina (3a).

Em 1980 o FDA (Food and Drug Administration) autorizou o uso do
captopril, alcancando recorde de vendas até 1996. No Brasil, atualmente, € um
dos anti-hipertensivos mais comercializados também conhecido. E

comercializado sob os nomes de capoten, captomed e cozaar (DBH, 2010).
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3.1.1 Mecanismo de Acéo do Captopril

O sistema renina-angiotensina € o responsavel pelo controle arterial
do organismo humano. A renina € um hormonio produzido pelos rins e liberada
na corrente sanguinea quando ha queda na presséao arterial. A renina converte
um substrato produzido pelo figado, chamado de angiotensinogénio, em
angiotensina I, que se encontra no plasma (Figura 4) (BRASIL, 2015; SOUZA,
2015; CUSHMAN; ONDETTI, 1991).

A angiotensina | (um decapeptideo) a principio ndo é reativa, sendo
convertida pela acdo da ECA (metaloproteinase), através de uma reacdo de
hidrélise, a angiotensina Il (um octapeptideo). A angiotensina Il é vasoconstritora
e induz a producao de aldosterona que provoca a retencao de liquidos no sangue
e a regulacao da pressao arterial (PA) (PATLAK, 2003).

Figura4. Mecanismo de acéo captopril.
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*Fonte: Adaptada de TAVARES et al, 2015
A: Interacdo angiotensina | com ECA

B: Interacdo captopril com a ECA

Para a ECA desenvolver sua atividade catalitica ela necessita do

intermédio de Zn?*, e o reconhecimento da angiotensina pela ECA ocorre através
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da sequéncia tripeptidica (Phe-His-Leu). Essa sequéncia € capaz de se
coordenar com 0 Zn?* e, consequentemente, sofre um ataque nucleofilico
resultando na clivagem do decapeptideo (TAVARES et al, 2015).

O captopril age de forma a impedir a ECA de interagir com a
angiotensina I, inibindo a conversao de angiotensina | para Il e a elevagcédo da
PA. Isso ocorre devido a complexacdo do Zn?* com o enxofre ser mais efetiva
guando comparada com o oxigénio (TAVARES et al, 2015; BOJARSHA et al,
2015). O Zn?* possui geometria tetraédrica e se coordena (Figura 4) com o ion
acetato através do atomo de oxigénio, duas moléculas de histidina pelo
nitrogénio do anel e com farmaco captopril através do enxofre. Além disso o
captopril consegue realizar interagbes com alguns aminoacidos da ECA
tornando mais efetiva e preferivel a interagdo com a enzima (NATESH et al,
2004).

Figura5.  Estrutura cristalina captopril interagindo com ECA.

*Fonte: Adaptada de NATESH et al, 2004.

3.2 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

Os farmacos disponiveis ho mercado podem apresentar algumas
impurezas. De acordo com a Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
impurezas sao decorrentes de alteragdes quimicas que podem ocorrer durante

a fabricacdo ou até mesmo no armazenamento. Essas impurezas e/ou produtos
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de degradacdo s&o obrigatoriamente estudadas, sendo esses estudos

fiscalizados e norteados pela Resolucéo de diretoria colegiada n°53 de 2015.

No Brasil, estudos de produtos de degradacéo e/ou impurezas foram
iniciados apenas em 2012 quando a ANVISA publica a resolugdo de nimero 45
gue estabelece a obrigatoriedade da realizagc&o dos testes de degradacéo e com
isso a descricdo nos relatorios da quantidade de produtos de degradacéo e/ou

impurezas no méetodo analitico (ANVISA, 2012).

Na resolucdo 58/2013 é estabelecido que na elaboracéo do perfil de
degradacédo deve conter a notificagdo, identificacdo e qualificagdo dos
degradantes. A realizacdo desse teste deve ser realizada em diferentes lotes
para garantir a confiabilidade dos resultados. Ainda nessa resolucdo se
estabelece os tipos de testes que devem se realizar, como: aquecimento,
umidade, solugdo acida, solugéo basica, solucao oxidante, exposicao fotolitica e

ions metalicos; respeitando a especificidade de cada farmaco (ANVISA, 2013).

Com a necessidade de aprimorar tais estudos, em 2015, publicou-se
a resolucdo N° 53/2015, que discorre sobre a obrigatoriedade da notificacéo,
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradagdo em medicamentos com
substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos,
genéricos e similares, e da outras providéncias. Essa resolucdo descreve a

exigéncia da descricao da identificacdo dos produtos de degradacao.

Ha dados na literatura que estabelecem que a degradacdo deve ser
realizada na faixa de 10 a 30% comparado com o ativo (LEITE, 2015). Fatores
geograficos também direcionam os testes a serem executados, a OMS propbe
gue deve ser respeitado a questdo climéatica de cada regido. Os testes que
devem ser realizados sdo: foto estabilidade, calor, hidrélise basica/acida,
oxidacao, ions metalicos e umidade (ANVISA, 2015).

O grande desafio desses estudos de degradacéao € a identificacdo e
a proposta das estruturas de impurezas e/ou produtos de degradacdo. Uma
alternativa para facilitar o processo € a sintese e caracterizacdo de padrdes de
referéncia guiado por um prévio estudo orgéanico teérico do farmaco, pois além
de reduzir gastos com a compra de padrbes ja comercializados, ainda permite a

comparacdo de produtos obtidos via degradacdo forcada com compostos
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considerados impurezas desconhecidas, facilitando assim, a elucidacdo

estrutural.

3.3 “IMPUREZAE”

Dados da literatura apresentam diversas rotas sintéticas para a
obtencao do captopril, com inimeras especificidades, diferentes quantidades de
etapas, reagentes de facil e dificil acesso, entre outras. Existem pelo menos oito
rotas sintéticas publicadas para obtencéo do captopril (BASHIARDES; DAVIES,
1987; FELTRIN; ALMEIDA, 2006; BHANJA; JENA, 2012). A Figura 6 exemplifica
a rota que apresenta menor quantidade de etapas e utiliza reagentes de facil

acesso.

Figura 6. Exemplo rota sintética captopril.

OH O—COOH
Hal %H/\C' SOClp o)'W/\Cl H UCOOH NH,SH (>\COOH
)W/\ THF, H20 rt. )ﬁ/\

Fonte: Adaptado de BHANJA; JENA, 2012.

Estas rotas sdo usadas como base para prever as impurezas que
podem estar presentes no medicamento. Atualmente, sdo conhecidas e
comercializadas no minimo seis impurezas para o farmaco captopril, estas estéo
demonstradas na Figura 7 (ANVISA, 2015).
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Figura 7.  Estruturas da Impurezas comercializadas do captopril.
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O acido (2S)-1-[2-metilpropanoil] pirrolidino-2-carboxilico (2a) é uma
das impurezas que pode estar presente no farmaco captopril e € conhecido como
“Impureza E” do captopril (ANVISA, 2015). Este € oriundo da rota sintética e

padrao comercial.

A “Impureza E” é vendida para uso nos estudos de estabilidade do
farmaco captopril. Substancias quimicas de referéncia (SQR), também
conhecidas como padrdes de referéncia, sao substancias aprovadas e
reconhecidas pela ANVISA com a certeza de que 0 composto possui a estrutura
prevista e uma pureza conhecida. Esses padrbes sao utilizados em analises para
comparacao e confirmacao das substancias analisadas. O objetivo do uso de
padrdes de referéncia recomendados pela ANVISA é trabalhar com compostos
de qualidade que possuem pureza comprovada (ANVISA, 2018).

Alguns padrdes de referéncia séo de dificil acesso por serem caros,
restritos e muitas vezes ndo sado encontrados. Assim sendo, muitas vezes é
necessaria a terceirizacdo de servigos para a obtencédo dos mesmos. Toda essa
complexidade e dificuldade é por se tratar de compostos muito especificos e
rotas de sintese ndo conhecidas. Uma alternativa no caso de produtos de
degradacdo é a obtencdo por via direta durante o processo de degradacéo
forcada e posterior separacdo através de rotas sintéticas alternativas. Dentre as

rotas sintéticas alternativas o uso de micro-ondas se torna viavel, pois reduz o
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tempo e uso de reagentes e solventes, com menor numero de subprodutos
(DIAS et al, 2018).

3.4 REACOES SOB IRRADIACAO DE MICRO-ONDAS

Na década de 80 foram publicados os primeiros trabalhos com dados
satisfatorios do uso especifico de micro-ondas em sintese organica. Trabalhos
realizados por Gedye (1986) e Giguere (1986) apresentaram diversas reacoes
guimicas, como: hidrolises, oxidacdo, esterificacdo e Sn2. Os autores
compararam o método tradicional de aquecimento e o uso de irradiacdo de
micro-ondas e os resultados demonstraram uma discrepancia no tempo
necessario para concluir a reacdo. Um exemplo € a reacdo de Sn2 do ion 4-
cianofendxido com cloreto de benzilo em que o tempo foi reduzido de 16 horas

para 4 minutos.

O uso de irradiag@o de micro-ondas em sintese organica potencializa
0 processo de reacdo em até 1000 vezes quando comparada com meétodos
convencionais devido a sua capacidade de superaquecimento. Enquanto
algumas reacoes tradicionais durariam cerca de 8 a 10 horas, pelo método de
irradiacéo de micro-ondas necessitariam apenas de 30 segundos a 5 minutos e
os rendimentos que inicialmente eram obtidos em torno de 40-50% passam a
80-95% (AMETA et al., 2014).

O aquecimento tradicional (Figura 8a) ocorre por inducao até alcancar
o interior da amostra. Para esse aquecimento ocorrer de forma efetiva é
necessaria uma agitacao eficiente para que a distribuicdo de calor aconteca de
forma homogénea, no entanto, manter um controle de agitacdo possui algumas
dificuldades uma vez que com o uso de chapas aquecedoras, banhos marias,
fornos e outros equipamentos de aquecimento, ndo é possivel ter um total
controle do sistema (ORTIZ, PRIETO, HOZ; 2018).

O grande achado do uso de micro-ondas é a capacidade de
transformar radiacéo eletromagnética em calor. O aguecimento via irradiacéo de
micro-ondas ocorre por um gradiente inverso (Figura 8b), ou seja, da parte
interna da amostra para as extremidades. Esse aquecimento de extrema

eficiéncia ocorre através da interagcdo eletromagnética produzindo um
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acoplamento direto de energia do micro-ondas com moléculas polares a nivel
molecular. Tal técnica é seletiva e dependente das propriedades do material
utilizado (DIAS et al, 2018).

Figura 8. Gradiente de aquecimento em uma chapa de aquecimento (A) e em um forno

micro-ondas (B). A temperatura aumenta do azul para o vermelho.

. .

A B

Fonte: LUHKEN; BADER, 2003.

A Figura 9a e 9b apresenta um exemplo de reator de micro-ondas e 0
interior do equipamento. Esse sistema pode ser utilizado fechado ou aberto, com
controle de parametros como temperatura, tempo, pressao, rotacao por minuto
e numero de ciclos. Esses parametros auxiliam e permitem inameras
combinagbes de diferentes sistemas para a realizagcdo das reacdes e sua
aplicabilidade permeia por diversas areas. Dentre essas areas estdo a sintese
(organica e inorganica), biologia, processamento de vidros (KHARISSOVA;
KHARISOV; VALDES, 2010), degradacdo forcada de farmacos (DIAS et al,
2018), entre outras, conseguindo atender desde de microescalas até grandes

escalas.



27

Figura9. (9a) Reator de Micro-ondas (9b) Parte interior reator Micro-ondas.
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Das inumeras vantagens de se realizar reacdes via micro-ondas

pode-se destacar que esta técnica é considerada como uma abordagem da
guimica verde. Além de reduzir o tempo de reacao de dias ou horas para minutos
ou até mesmo segundos e em alguns casos ndo precisar de solventes, ainda
diminuem as reacfes secundarias aumentando o rendimento e a pureza do
produto desejado (AMETA et al., 2014).

3.5 LIGACAO AMIDICA

Estudos apontam que a ligacdo amidica (Figura 10) é certamente um
fator responsavel por despertar diversos interesses em areas da sintese

organica, bioldgica, quimica medicinal e polimeros (MENG; SZOSTAK, 2018).

Figura 10. Ligacdo amidica.
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Essas propriedades decorrentes da ligagcdo amidica séo resultado das
inUmeras caracteristicas fisico-quimicas que a mesma apresenta, como:
coplanaridade dos &tomos ligados, possibilidade de protonac¢édo do oxigénio,
estabilidade a adicdo nucleofilica, curtos comprimentos de ligacdo C-N e
deslocalizacdo de elétrons por ressonancia (Figura 11) (KEMNITZ; LOEWEN,

2007; MENG; SZOSTAK, 2018).
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Figura 11. Hibrido de ressonéancia ligacdo amidica.
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A ressonancia amidica ocorre pela conjugacdo n - n* C=0, como
demonstra a Figura 11 as duas formas de ressonancia (11a) e (11b) contribuem
para o hibrido de ressonancia. As amidas também sao conhecidas por se
interconverterem com a formacdo dos conférmeros 1 e 2. Contudo ha uma
consideravel barreira energética para rotacéo da ligacdo C-N em torno de 15- 20
Kcal/mol. Essa alta energia é resposta do duplo carater da ligacdo que envolve
a ressonancia e efeitos estéricos (KEMNITZ; LOEWEN, 2007).

Com essa possibilidade de converséo, a forma de ressonancia B ndo
consegue se estabilizar no estado de transi¢cdo pois o par de elétrons livres do
nitrogénio estd ortogonal a ligacdo dupla da carbonila. Nessa interconversao
pode haver a formacdo dos chamados amido conférmeros. Os estudos dessas
conformacgdes oriundas da ligacdo amidica merecem destaque, uma vez que
essa interconversdo pode induzir a estereoquimica dos compostos,

consequentemente, interferindo em suas propriedades (MARITA et al, 1997).

3.6 ANALISE CONFORMACIONAL

A definicdo exata de uma estrutura quimica é um dos momentos
cruciais em um estudo quimico, pois a estrutura prediz diversas informacdes

acerca de propriedades quimicas e fisicas da molécula. A forma com que os
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atomos se ligam e se acomodam no espaco interferem diretamente na
reatividade e estabilidade da molécula (FRANCO, 2008).

A maneira como os atomos se ligam € livre, contudo limitada por
barreiras energéticas que induzem os mesmos a se disporem de modo a atingir
seu estado de menor energia livre. Assim, uma maneira da molécula chegar ao
ponto de menor consumo energético é a mudanca do ambiente quimico dos
atomos através de rearranjos e torcdes. As diversas estruturas obtidas nessas
tentativas sdo denominadas conformagfes. Assim, toda estrutura quimica
almeja sua melhor conformacao e menor energia livre. O termo conformagao foi
introduzido em 1950 por Barton com estudos do cicloexano, que com auxilio de
estudos espectroscopicos e tedricos provaram que a conformacgao cadeira é a

conformacdo mais estavel para o cicloexano (BARTON, 1950; NETO, 2006).

As conformagdes adotadas dependem da natureza e do volume dos
ligantes e sédo decorrentes da variacdo dos angulos diedros devido a livre rotacéo
das ligacoes simples (GARBISCH, 1964).

O fato de existir mais de um conférmero se deve as interacbes
existentes, por contribuirem para os minimos energéticos. A disposicdo dos
atomos da molécula no espaco define sua geometria e isso também interfere na
minimizacao de energia livre. Os fatores que podem influenciar nisso sao: as
repulsdes de pares de elétrons ndo ligantes, a tensdo do anel em sistemas
ciclicos, a tensédo torcional resultante do emparelhamento de ligacdes e a
desestabilizacdo resultante da distorcdo de comprimentos de ligacdo ou de

angulos de ligacao dos valores ideais (MAZUR, 2018).

Determinadas estruturas podem possuir geometrias que se
estabilizam pelos efeitos estereoeletrénicos. Esses efeitos ocorrem a medida
gue a geometria permite e/ou facilita intera¢des intramoleculares. As mudancas
conformacionais possibilitam relacées entre estrutura, energia, reatividade e
propriedades. Para algumas estruturas quimicas, as técnicas espectroscopicas
sdo aliadas que auxiliam no processo de visualizacdo e determinacdo das
conformagdes (NEGRELLI, 2011).
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3.6.1 Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido
amplamente aplicada em todas as &reas da quimica para elucidagéo estrutural
e desde a década de 60 em estudos de equilibrios conformacionais. Em 1964,
Garbisch e colaboradores usaram RMN para determinacdo da proporcdo de

conférmeros.

Os conférmeros podem ser visualizados por RMN devido a
interconversao das estruturas e as propor¢cdes de populagbes podem ser
modificadas pela temperatura e solvente utilizado. Com esses dois parametros
altera-se a energia livre final de cada conformacdo, por isso altera-se a
proporcao. Tal observacao pode ser visualizada em espectros pela mudanca de
proporgéo, pela alteragdo do valor da constante de acoplamento (J) e pela

variacdo do deslocamento quimico (LADD, 1975).

Em alguns casos nao € possivel visualizar os dois conférmeros no
espectro, pois a interconversao € muito rapida. Nesse caso, o valor da constante
de acoplamento é apresentando como a média ponderada (Equacéo 1) de cada

conférmero e constante individual (LADD, 1975).
J= 2niJi (Equagéo 1)
Onde: ni= fragdo molar de cada conformacao
Ji= constante de acoplamento individual

O valor de J é diretamente ligado com a temperatura e a
permissividade do meio. Com isso, experimentos realizados por RMN em
equilibrios conformacionais utilizam-se desses parametros para a determinacéo

e a elucidacao da estrutura mais estavel (NETO, 2008).

Katritzky e colaboradores (2005) realizaram estudos da N-1,2,3,4-
tetrahidropirazina[l,2-ajindol (12a) com diversos substituintes (Figura 12).
Alguns resultados mostraram que o anel da piperazina adotou a conformacéo
cadeira e substituicdo na posicdo equatorial favorecida. Por um processo
dindmico de mudanca e inversédo do nitrogénio ha a formacédo de conférmeros
enantioméricos. Os resultados de RMN em baixa temperatura no solvente CFCls

+CD2Cl2, mostraram que abaixo de -116°C a conformacdo cadeira existe e 0s
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substituintes séo favorecidos na posi¢ao equatorial (Figura 13). Calculos teoéricos

encontraram um valor da energia livre de gibbs (AG) para a inversao do anel,
sendo de 8,3 kcal.mol* (KATRITZKY et al., 2005).

Figura 12.

N 1,2,3,4-tetrahidropirazina[1,2-aJindol com os substituintes.
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Figura 13.

N 1,2,3,4-tetrahidropirazina[1,2-aJindol conformacéo cadeira.
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Song e colaboradores (2017) realizaram estudos com a variacdo de

temperatura acompanhado por RMN e estudo teorico para avaliarem a questéo

conformacional da N-N-diacil-1,4-dihidropirazina (14) com trés substituintes

(Figura 14). A 1,4-dihidropizani € um substrato que tem sido bastante estudado,

por possuir diversas atividades biolégicas, com isso avaliar a questdo

conformacional € de grande relevancia, uma vez que se sabe que a mudanca

conformacional pode provocar mudancas nas propriedades das moléculas. O

estudo foi direcionado apo6s a obtengcdo de um complicado espectro de RMN de

H para os quatro prétons insaturados do anel da pirazina das moléculas obtidas

(Figura 15).
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Figura 14. Estrutura N-N-diacil-1,4-dihidropirazina.
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Figura 15. H' RMN dos protons do anel pirazina (25°C).
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Fonte: Adaptado de SONG et al, 2017.

O espectro de RMN (Figura 15) da estrutura (14a) apresenta dois
multipletos e dois duplo-dupletos, a estrutura (14b) apresenta quatro largos
singletos e a estrutura (14c) com dois singletos e um quarteto, ou seja, 0s
prétons insaturados que deveriam ser “iguais” ndo sao. Com tais dados os
autores concluiram um interessante fendémeno, a duplicidade dos sinais,
decorrente de um provavel isomerismo conformacional, provocado pelos
substituintes e também pelo fato de o composto ser analisado em solucéo,

possibilitando a presenca de isdmeros conformacionais.
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A estrutura (14a) foi escolhida para realizar o estudo, pois além da
duplicidade dos sinais para os prétons do anel, também foi observado dois sinais
para as metilas e os dois grupos enamina. Assim, levou-se a pensar na presenga
dos isdbmeros anti e syn que sédo evidentes no espectro do composto (14a)
(Figura 16).

Esses sinais provam a presenca dos isbmeros e o fenbmeno do
acoplamento na estrutura, por exemplo na estrutura anti o H do carbono 5 se
acopla com os H do carbono 6, esse fendbmeno pode ser observado com os

demais atomos e também nas outras estruturas.

Figura16. Ampliagdo H* RMN dos prétons do anel pirazina composto (14a) em DMSO-ds.
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Fonte: Adaptado de SONG et al, 2017.

Com base nesses dados foi realizada uma analise com a variacédo da
temperatura e o resultado mostrou que a medida em que se aumentava a
temperatura se favorecia uma conformagéo, com a unificagéo dos picos, como

mostra a Figura 17.
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Figura17. RMN de 'H dos prétons do anel pirazina composto (14a) com variacdo de

temperatura.
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Fonte: Adaptado de SONG, 2017.

O estudo finaliza com o estudo teorico, calculando a barreira
energética entre as conformacfes, com maior valor para o composto 14b e

menor para 14c, provando que os protons do anel sdo quimicamente diferentes.

3.6.2 Cristalografia

A cristalografia € um método ab initio usado para a determinacao
estrutural tridimensional em nivel atbmico. A estrutura deve ser obtida em sua
forma cristalina e utiliza-se a técnica de difracdo de raios - X para essa
investigacdo. As vantagens desse estudo, além de comprovar a estrutura é
conseguir determinar as interacdes intermoleculares (BRUNGER, 1992;
GIACOVAZZO, 1995).

O uso da cristalografia em estudos de equilibrio conformacional
auxilia na determinacdo estrutural dos conférmeros. Em alguns casos 0s
conférmeros existentes podem cristalizar de formas diferentes por possuirem

mais de um minimo energético (LI, 2017).

Em estudos realizados por Morita (1997), com cristais da yunnanin A

(18a) (Figura 18), um ciclo heptapeptideo isolados das raizes Stellariu
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yunnanensis, onde os dados de raio X mostraram que havia apenas uma
estrutura em estado solido, contudo em solucdo os estudos de RMN
apresentaram duas conformacdes. O estudo foi concluido com a determinacéo
da conformacdo trans como a mais estavel e sendo essa a compativel com a
estrutura cristalografica. E tal estrutura foi justificada como majoritaria por

permitir trés interacdes de hidrogénio intramolecular, o que a estabiliza.

Figura 18. Estrutura Yannanin A.

(18a)

HN o
Ao
HN -
o o= H
NH

HO H NH
N N

Alguns fatores que podem influenciar na cristalizacdo de pequenas

moléculas sdo a forca de empacotamento, interacfes soluto-solvente e
interacdes soluto-soluto. Esses fatores podem influenciar a entropia do sistema

e, através disso, levar a transi¢cdes conformacionais.

Esses arranjos conformacionais podem sofrer grande influéncia da
interacdo soluto-solvente, que podem favorecer, ou n&o, energeticamente a
determinacao conformacional. Tal interacao soluto-solvente muitas vezes induz
a formacéo ou a perda de ligacdes de hidrogénio intramolecular. A ligacdo de
hidrogénio tem papel fundamental em estudos conformacionais, pois essa
interacdo muitas vezes permite estabilizar as conformagdes (MARELLI et al,
2014).

Estudos em solugcéo e no estado soélido sofrem grande impacto da
entropia do sistema, pois enquanto nos cristais que estao em sua estrutura rigida
€ possivel prever com certeza a estrutura obtida, diferentemente em solucéo,

onde o sistema permite total flexibilidade das moléculas, assim os resultados
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obtidos sdo médias ponderadas fornecidas pelas conversdes das conformacdes
(GARRIC et al, 2003).

Estudos da literatura relatam a importancia de estudos das interacdes
em solucdo e no estado solido. Um exemplo é o estudo de um prot6tipo com
atividade antitumoral conhecido como Cilengitide. Os estudos de interagdes com
proteinas apenas em sistemas solidos ndo foram determinantes, sendo
necessario o estudo em solugcao com variacfes de solventes para verificar todas
as interacdes existentes. Além disso estudos em sistemas aquosos servem
como moldes mais adequados para desenvolvimento de novas drogas,
pensando no sistema fisiologico (GARRIC et al, 2003; MARELLI et al, 2014).

Com isso estudos que contemplem analises conformacionais tanto
em solugéo quanto em estado solido, podem ser de grande eficacia na certeza

gue as moléculas tenham suas propriedades definidas.

4  METODOLOGIA

4.1  ANALISES REALIZADAS

Para verificacdo da pureza dos compostos sintetizados foram
utilizadas a cromatografia gasosa (CG) e cromatografia em camada delgada
(CCD). A estrutura dos compostos foi confirmada por espectroscopia na regido
de absorcdo no infravermelho (IV) e pela ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN de H) e carbono (RMN de 3C).

4.1.1 Reator de Micro-ondas

Equipamento CEM Corporation Discover S-Class, sob as condig¢des:
em sistema aberto a uma temperatura de 80°C, 200W, por dois ciclos de 2

minutos.

4.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatoplacas de silica em gel 60 F 254 de aluminio da Merck foram

utilizadas para monitorar o progresso da sintese, identificar os compostos
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presentes e determinar a pureza. Foi utilizado como fase movel: acetato de etila,

etanol e agua (5:1:1) e revelado com solugéo de ninidrina 2% em butanol.

4.1.3 Cromatografia gasosa (CG)

O cromatégrafo gasoso utilizado para a confirmacéo estrutural e da
pureza dos compostos formados é equipado com detector por ionizacdo de
chama (CG/FID) modelo CGMS-QP2010 Ultra, marca Shimadzu. Foi empregado
nitrogénio com pureza de 99,999% como gas de arraste. As aliquotas (1mg de
amostra dissolvida em 1000 pL de acetato de etila) foram preparadas e
introduzidas (volume de 1 pL) em um injetor automatico do modelo AOC-20i,
através da utilizacdo de uma seringa de 10 pL. A temperatura da coluna iniciou
a 40 °C por 5 min, seguida de um aumento para 280 °C a 40 °C/min, onde
permaneceu por 15min. O fluxo do gas de arraste na coluna foi de 1mL/min e a
temperatura do injetor igual a 280 °C, modelo de injecao Split (1:49).

4.1.4 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (V)

Os compostos foram analisados por espectroscopia na regiao do
infravermelho (Perkin-Elmer Frontier FT-IR) para a confirmacgédo da estrutura
através da identificacdo dos grupos funcionais. Foi utilizado pastilha de brometo
de potéassio (KBr). Cerca de 1mg da amostra para 100 mg de KBr. Os dados
foram tratados no programa Origin Versao 6.0.

4.1.5 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H e de 3C

Os espectros de RMN de 'H (500 MHz, 600 MHz) e de '3C (125MHz)
foram obtidos em espectrébmetro Bruker no Instituto de Quimica/lUFG e
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade de S&o de
Paulo (USP) utilizando como solventes deuterados DMSO-ds, acetona-ds,
metanol-ds4, cloroférmio-d e 4gua-d2 adquiridos da Aldrich. A visualizacdo dos
espectros foi realizada por meio do programa Bruker TopSpin 4.03.
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4.1.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura foi realizada em um
microscépio de mesa — TM3030plus.

4.1.7 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada em um equipamento da
PerkinElImer modelo P1TGA, com variacao de temperatura de 25°C a 600°C com
taxa de 10°C por minuto. Os dados foram tratados no programa Origin versao
6.0.

4.1.8 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise foi realizada purga com N2 (5.0) 40,0 ml/min, rampa de
aguecimento de 20°C a 185°C (5K/min).

4.1.9 Difracdo de Raios-X (DRX)

A coleta de dados do cristal foi realizada a 25°C em um mini
difractometro Rigaku XtaLAB com sistema detector CCD equipado com uma
fonte Mo (A = 0.71073A) no Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo —
Campus Sao Carlos. A integracao de dados, os efeitos de polarizacdo de Lorentz
e as correcdes de absorcdo foram realizadas com CrysAlisProref (verséo
171.38.43b).

4.2  SINTESE DOS COMPOSTOS

4.2.1 Sintese do (2s)-1-[2-metilpropanoil] pirrolidina-2-
carboxilico (“Impureza E”)

A sintese da “Impureza E” (2a) do captopril foi realizada em 2 etapas.
Na primeira etapa foi realizada a sintese do cloreto de acido (19c) a partir do
acido isobutirico por irradiagdo de micro-ondas. Conforme descrito na literatura,
as reacOes para obtencdo de cloreto de acido exigem muito tempo, além de
empregar solventes e catalisadores aumentando o custo reacional (MONSON,
1971; SHIMAZAKI et al., 1982 OLIVEIRA, 2005;).
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Para sintese do cloreto de &acido (Figura 19 — Etapa 1), inicialmente
foi adicionado acido isobutirico (19a) e cloreto de tionila (19b) (1:2) em um balédo
de fundo redondo e foi colocado para reagir sob irradiacdo de micro-ondas em
sistema aberto a uma temperatura de 80°C, poténcia ajustada para 200W,
utilizando dois ciclos de 2 minutos. O produto obtido foi destilado utilizando
destilador horizontal com temperatura de 70°C, rotacao de 30 rpm e pressao de
500mbar.

Na segunda etapa, sintese (2s)-1-[2-metilpropanoil] pirrolidina-2-
carboxilico (Figura 17 — Etapa 2), dissolveu-se L-prolina (19d) em solucéo
aguosa de NaOH 2M e resfriou a solucdo obtida para aproximadamente 0°C, em
banho de gelo e agua. Em seguida foi adicionado o equivalente em mols de
cloreto de acido (19c) (1:1) e a solucéo foi deixada sob agitacdo durante 1h em
banho de gelo, agua e NaCl para manter a temperatura baixa. Em seguida, a
solucdo foi mantida em repouso por 1h para atingir a temperatura ambiente. A

reacao foi acompanhada por cromatografia em camada delgada.

Figura19. Sintese da “Impureza E” (2a) do captopril.

.WCO,H
) O W
SOC|2 (19b) L. prollna 19d) = __COOH
OH Etapa 1 Etapa 2 N

Acido Isobutirico (19a) Cloreto de Acido(19¢) Impureza E (2a)

A solucéo foi acidificada com HCI 6M para pH 1 e entdo foi feita a
extragcdo com 90mL de acetato de etila, trés por¢cbes de 30 mL, lavou-se a fase
organica com 10mL de solucdo saturada de NaCl e secou-se com sulfato de
sédio anidro. A fase organica foi concentrada por rota evaporagao e o residuo
solido obtido foi cristalizado em uma mistura de acetato de etila e hexano (1:1).

O produto obtido apresentou-se como cristais transparentes, com

rendimento de 89%. Tempo de retencao nas condi¢cdes descritas na metodologia
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(CG) 16,3 minutos (Anexo — Figura 41). Espectro de absorcdo na regido de
infravermelho: vC=C de aromaético (1521 e 1592cm), vNO2 (1343 cm™), vC-H
sp (3085 cm™). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-de) 6 4,42 (dd, J = 8,6; 2,4 Hz, 1H),
4,21 (dd, J = 8,7; 4,0 Hz, 1H), 3.63 — 3,49 (m, 2H), 3,44 — 3,25 (m, 2H), 2,69
(hept, J = 6,8 Hz, 1H), 2,47 — 2,37 (m, 1H), 2,25 - 1,98 (m, 2H), 1,97 — 1,65 (m,
2H), 1,06 (d, J = 7,0 Hz, 2H), 1,00 (dd, J = 6,7, 4,8 Hz, 6H), 0,96 (dd, J = 17,5,
6,7 Hz, 6H), *3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) d 175,47, 174,83, 174,82, 174,07,
59,67, 58,85, 46,75, 46,39, 31,99, 31,65, 31,43, 29,17, 24,88, 22,62, 20,14.

Para andlise de difracdo de Raios-X os dados dos cristais obtidos
foram coletados a 25°C em um mini difractdmetro Rigaku XtaLAB com sistema
detector CCD equipado com uma fonte Mo (A = 0.71073A). A integracio de
dados, efeitos de polarizagcdo de Lorentz e correcdes de absorcdo foram
realizadas com CrysAlisPro [32] (versdo 171.38.43b). A estrutura foi resolvida
por métodos diretos utilizando o software Olex2 (DOLOMANOV, 2009), e o
modelo obtido foi refinado por minimos quadrados na matriz completa F?
(SHELXTL-97 (SHELXTL, 2008)). Todos os atomos de hidrogénio foram
colocados em posi¢des calculadas e refinados com parametros de deslocamento
individual fixo [Uiso(H) = 1.2Ueq 0u 1.5Ueq] de acordo com o modelo de equita¢do
(comprimentos de ligagdo C — H de 0.97 A e 0.96 A, para metileno e metila
grupos, respectivamente). As representacdes moleculares foram geradas pelo
MERCURY 3.10 (MACRAE, 2008).

Foram sintetizados dois derivados da L-prolina afim de verificar se os

mesmos possuiam o mesmo perfil obtido pela “Impureza E”.

4.2.2 Sintese Benzil-D-prolina

A sintese foi realizada em apenas uma etapa, onde dissolveu-se L-
prolina (19d) em solugdo aquosa de NaOH 2M e resfriou a solugcdo para
aproximadamente 0°C em banho de gelo. Foi adicionado o equivalente em mols
de cloreto de benzoila (20a) (1:1) (Figura 20) e deixou-se a solu¢ao sob agitacéo
durante 1h em banho de gelo e NaCl para manter a temperatura baixa. Em
seguida a solucao foi mantida em repouso por 1h para atingir a temperatura

ambiente.
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Figura 20. Sintese Benzoil-D-prolina (20b).

o H
\\COO = _LCOOH
S
Cloreto de benzoila (20a) L-prolina (19d) Benzoil-D-prolina (20b)

A solucéo foi acidificada com HCI 6M para pH 1, ocorrendo a formacéao
de um precipitado. O sobrenadante foi retirado e o precipitado solubilizado em

hexano. Realizou-se a extragdo com trés volumes de 10mL de etanol.

O produto obtido apresentou como po branco, rendimento de 86%.
Pico de retencao pelas condi¢bes descritas nha metodologia (CG) 19,4 minutos.
RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) & 7,52 (s, 5H), 7,51 (s, J = 1,8 Hz, 5H), 7,46
(d, 1H), 7,45 (d, 1H), 4,41 (m, J = 8,4, 4,9 Hz, 2H), 4,34 — 4,30 (m, 2H), 3,58 (m,
J =6,7 Hz, 2H), 3,50 — 3,46 (m, 2H), 2,32 — 2,21 (m, 2H), 1,93 — 1,84 (m, 2H).

4.2.3 Sintese da 4-nitrobenzoil-D-prolina

A sintese foi realizada em apenas uma etapa, onde dissolveu-se L-
prolina (19d) em solucdo aquosa de NaOH 2M e resfriou a solucdo para
aproximadamente 0°C em banho de gelo. Adicionou-se o equivalente em mols
de cloreto de 4-nitrobenzoila (21a) (1:1) (Figura 21) dissolvidos em 10mL de
acetonitrila e deixou-se a solugéo sob agitacado durante 1h em banho de gelo e
NaCl para manter a temperatura baixa. Em seguida a solucéo foi mantida em

repouso por 1h para atingir a temperatura ambiente.

Figura 21. Sintese 4-nitrobenzoil-D-prolina (21b).

O,N O2N

4-nitrobenzoila (21a)  L-prolina (19d) 4-nitrobenzoil-D-prolina (21b)
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A solucéo foi acidificada com HCI 6M para pH 1, ao acidificar, houve
a formacédo de duas fases. Apos isso realizou-se a extragcdo com trés volumes
de 10mL de acetonitrila. Houve a formagdo de um d6leo com pé na fase da
acetonitrila que foi dissolvido em diclorometano e filtrado para que houvesse

novamente a formacao do Oleo.

O produto obtido apresentou-se como 6leo amarelo escuro,
rendimento de 85%. Pico de retencdo pelas condi¢des descritas na metodologia
(CG) 19,5 minutos. RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 8,33 — 8,29 (d, 2H), 8,26
(d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,81 — 7,74 (d, 2H), 7,67 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,45 (dd, J = 8,7,
4,8 Hz, 1H), 4,36 (dd, J = 8,5, 3,2 Hz, 1H), 4,04 (m, J = 7,1 Hz, 2H), 3,64 — 3,57
(m, 2H), 2,38 — 2,25 (m, 2H), 1,98 — 1,77 (m, 2H), 1,18 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 1,07
(t, J=7,0 Hz, 2H).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As reacgOes para obtencdo de cloreto de &cido exigem muito tempo,
cerca de 3 horas, quando comparadas com outras reacfes, além de empregar
solventes e catalisadores aumentando o custo reacional, a tabela 1 apresenta
alguns exemplos de sintese de cloretos de é&cidos e os tempos reacionais
(MONSON, 1971; OLIVEIRA, 2005; SHIMAZAKI et al., 1982). Dessa forma a
sintese da “Impureza E” do captopril foi realizada em 2 etapas, onde a primeira
etapa optou-se por realizar uma sintese via micro-ondas com intuito de diminuir

0 tempo para 2 minutos e diminuir o custo reacional.



Tabela 1.
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CondicBes de sintese para obtencéo do cloreto de &cido.

MONSON, 1971

SHIMAZAKI et al.,
1982

OLIVEIRA, 2005

Cl
150°C / 1 hora Benzeno >—<:>
O
0-20°C / 15 min e Imidazol cl Wd
80°C / 3 horas (catalisador) o)

65-70°C / 2 horas Dimetilformamida Cl

Através da andlise de infravermelho foi possivel comprovar a

formacédo do produto, pelo espectro da “Impureza E” (2a) quando comparado

com o da L-prolina (Figura 22), nota-se o desaparecimento da banda da amina

v(N-H) em aproximadamente 3414 cm™ e no espectro da impureza o surgimento

de uma nova banda de carbonila, referente a amida formada vC=0 em 1600 cm-

1

Além disso, é possivel apontar ainda no espectro da “Impureza E” as

bandas em aproximadamente 3473 cm vO-H de &cido carboxilico, 1723 cm™

vC=0 também de acido carboxilico e em aproximadamente 2970 cm™ vCsp®-H €

1440 cm1 8CHs.
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Figura 22. Espectro de infravermelho L-prolina e “Impureza E” (2a).
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A obtencdo dos demais analogos foi comprovada também pelo
desaparecimento da banda da amina v(N-H) e no surgimento de uma nova

banda de carbonila, referente a amida formada.

A técnica de RMN foi utilizada com o intuito de comprovar a formacao
dos produtos (Anexo — Figuras 44, 45, 46 e 47). Dentre o perfil obtido pelo
composto 2a foi possivel comparar tal espectro (Figura 23) com 0 espectro
fornecido (Figura 24) por uma empresa que comercializa a substancia. E notavel
gue a substancia sintetizada apresentou mesmo comportamento que a

comercial.

Os derivados da L-prolina foram sintetizados e analisados para
verificar se os mesmos apresentariam o mesmo perfil que a “Impureza E”
sintetizada. Esse perfil seria a duplicacdo de todos sinais dos protons, a Figura
25 apresenta a comparacédo dos espectros de RMN da “Impureza E” e dos
analogos Benzil-D-prolina e 4-nitrobenzoil-D-prolina. Em anexo na Figuras 44,
45, 46 e 47 e mostrado os espectros individuais com suas respectivas atribuicoes
e integracgoes.

Os espectros apresentaram um perfil que demostra a presenca de

dois compostos, provavelmente conférmeros. Através de tais dados foram



45

realizadas outras diferentes analises para avaliar o comportamento da prolina
frente a alguns parametros em especifico.

Figura 23. Espectro de RMN de 'H da “Impureza E” sintetizada (500 MHz, CD3SOCD3).
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H da “Impureza E” comercial (400 MHz, CD3SOCDs3).
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Fonte: Adaptado de (“LGC Reference Standards”, 2015).



46

Figura 25. Espectros de RMN de H : “Impureza E”, Benzoil-D-prolina e 4-nitrobenzoil-D-Prolina (500 MHz, DMSO-ds, CDCls).
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Os andlogos apresentaram 0 mesmo comportamento estrutural
comparados com a “Impureza E”, com isso fazendo-se necessario uma justificativa

que poderia ocorrer com essas estruturas.

Para o espectro de RMN do composto 21b os sinais que aparecem em
aproximadamente 4,1 e 1,25 ppm podem ser atribuidos para sinais de acetato de etila,

pois como descrito na metodologia foi um dos solventes utilizados na sintese.

Uma hipoétese para a justificativa do problema pode ser discutida levando
em consideracdo que a molécula apresenta um centro quiral, onde proporcionaria a
presenca de diferentes configuracdes e/ou a presenca de um centro de inverséo que

propiciaria a presenca de conférmeros de inversao.

Tendo em vista que a molécula possui um centro de quiralidade, decorrente
do carbono ligado ao grupo acido (A) e um centro de interconverséao oriundo da ligacao
amidica (B) (Figura 26), pode-se inferir a presenca de diferentes configuracdes e/ou

conformacgdes.

Figura 26. Centro de quiralidade (A) e centro de inverséo (B) da “Impureza E”.

Uma vez que o centro quiral A foi pré-definido pela rota sintética, pois o
mesmo é proveniente de um dos materiais de partida, a L-prolina, foi definido a
estereoquimica ao produto. Dessa forma, desconsidera-se a possibilidade de

diferentes configuracdes procedentes do centro quiral A.

A ligacdo B apresenta possibilidade de rotacdo na ligacdo amidica (N-CO),
por isso este € definido como um centro de inversdo, sugerindo que a mudanca
conformacional seria procedente dessa ligacdo. Apesar da barreira energética dessa
rotacdo ser alta em torno de 15-20 Kcal/mol (KEMNITZ; LOEWEN, 2007) a entropia

do sistema pode interferir nessa conversao (Figura 27).
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Figura 27. Representacao dos possiveis conformeros da molécula “Impureza E”.

27b
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Além da rotacdo da ligacdo, o composto também apresenta a possibilidade

de ressonancia, através da ligacdo amidica, entre a carbonila e o nitrogénio. As

estruturas de ressonancia estao representadas na Figura 28.

Figura 28. Estruturas de ressonancia.
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As estruturas de ressonancia podem ser escritas como 28a, 28b, 28c e
28d. Nas estruturas 28b e 28d, observa que o par de elétrons do nitrogénio ressona
para a formacdo de uma ligacdo dupla (C=N), promovendo uma mudanca na
hibridizacdo do nitrogénio e consequentemente em sua geometria, na qual o
nitrogénio parte de uma hibridizac&o sp para uma sp?, e de uma geometria piramidal
para planar, pela formacéo da ligacdo dupla (REKIS, 2017) (CASY E DEWAR, 1994).
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Na busca de se estabelecer as conformacdes mais estaveis e que
poderiam estar presentes em solucéo, foi necessario a avaliacdo de cada estrutura da
Figura 28, apontando quais fatores interferiam na existéncia de cada conformacao.
Como no caso dos conformeros 28b e 28d nesse caso a presenca das cargas nos
atomos torna tais conformacgdes instaveis. Assim, 0 que ocorre € uma predominancia
dos conférmeros 28a e 28c, pois 0 nitrogénio com uma hibridizagdo sp, possui um
maior carater s, o que estabiliza melhor essa ligacéo, e além de que a forca da ligacéao
pi carbono-oxigénio é maior quando comparada com do atomo de nitrogénio, devido
0 oxigénio possuir ao maior carater eletronegativo (LOPES et al, 2013).

As estruturas 28a e 28c sdo as provaveis conformacdes observadas em
solucdo, as preferenciaveis dentro do equilibrio, mas dentro desse equilibrio uma
delas é mais estavel. Numa analise estrutural observa-se que a estrutura 28c
apresenta seus dois grupos volumosos em um mesmo plano, sdo eles a parte do acido
e as metilas, isso provoca um grande impedimento estérico, ocasionado pela repulsao
entre esses dois grupos. O gue torna tal conformacédo menos estavel (LOPES et al,
2013).

Em contrapartida, a estrutura 28a, exibe os grupos de maior volume em
lados opostos, 0 que contribui para uma maior estabilidade. Além disso, estudos
realizados por Batista (2017), com mais 150 compostos e seus conférmeros mostra
gue, estruturas que permitem interacfes de hidrogénio tornam as estruturas mais
estaveis e com maior proporcéo. Na estrutura 28a os atomos estdo dispostos de uma

maneira que favorece esse tipo de interagcdo, como observado na Figura 29.

Figura29. Demonstracdo da possivel interagao de hidrogénio no conférmero da Impureza E.

(29a)
\\HO

AT

Foi necessario corroborar os dados com os espectros obtidos e identificar

os sinais referentes de cada conformacéao. Ao realizar a integracéo do espectro obtido
em DMSO-ds, observou-se uma diferenca proporcional como demonstra o Anexo —
Figura 44, a propor¢cdo mostrou-se na razao de 1:2.
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O primeiro passo para atribuir cada sinal ao seu respectivo préton, foi
através dessas integracdes, onde 0S que apresentavam maior propor¢cao eram

oriundos da mesma molécula (Anexo — Figura 42).

Os picos com maior proporcao foram atribuidos ao conférmero A e os de
menor propor¢do ao conférmero B. A Tabela 2 apresenta todos os prétons com seus

referentes deslocamentos, cada préton esta indicado na Figura 30.

Figura 30. Estrutura da “Impureza E” Tabela 2.  Atribuicdo dos prétons no
(19€) com prétons enumerados. deslocamento quimico (ppm), em DMSO-

ds.enumerados

A B
H1 12,44
H2 4,21 4,42
H3a
H3 3,55 3,36
H3b
H4 2,69 2,42
H5a
H5 1,88 1,75
H5b
H6a 2,10 2,19
H6
H6b 1,80 2,02
H7 1,01 0,99
H8 0,97 0,94

Os prétons H7 e H8 do grupo isopropil tratam-se de metilas, com ligacdes
simples que possuem livre rotacdo (CALVIN E BUCKLES, 1940). Essa livre rotacao
ocorre de forma tdo rapida que o equipamento de analise ndo é capaz de distinguir os
protons entre si e tampouco diferenciar o ambiente quimico em que as mesmas estao,
com isso, tais prétons sao definidos como iguais (H7=H8). No espectro, se esperaria

gue as duas metilas originassem de dois dupletos, um para cada conformacao,
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contudo o observado foram quatro dupletos, ou seja, independente da conformacgé&o
na qual ela apresenta (maior ou menor propor¢cao) a molécula estabilizou-se em uma
conformacédo onde impossibilita a livre rotacdo das metilas, com isso as mesmas se
fixam em ambientes quimicos diferentes, sendo assim detectadas como néo iguais

pelo equipamento (H7#H8).

Outro fator que também foi analisado e auxiliou na descricdo dos picos de
cada conformacéao foi a constante de acoplamento (J), que € a distancia entre dois
picos adjacentes no espectro, uma vez que prétons que se acoplam possuem o

mesmo valor de acoplamento (TORMENA, 2016).

Para H4 e H7 ambos possuem valor de acoplamento J= 6,7 Hz, além disso
no experimento 'H-'H Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy (NOESY)
bidimensional (Figura 31) (Anexo — Figura 51) € evidente o acoplamento desses
protons, além disso é observado um acoplamento do H2 de maior propor¢gdo com H5
e H6.

No espectro de NOESY bidimensional (Anexo — Figura 52) € possivel notar
0 acoplamento do H3 com as metilas (Figura 31), o acoplamento ocorre apenas nos
protons de maior proporcao, esse tipo de acoplamento s6 € possivel na estrutura
conformacional (28a) através da posicao do grupo isopropil. Com esses dados €

possivel afirmar que esses protons pertencem a mesma molécula.

Figura 31. Demonstracéo acoplamento H4 com H7 e H7 com H3.

(31a)

Os valores de acoplamento também podem ser atribuidos de acordo com
a posicao dos grupos no anel. O anel presente na estrutura possui 5 membros e pode

se apresentar em uma conformacdo ja descrita na literatura, que é a chamada
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conformacao envelope, como exposto na figura 31. Essa conformacao é mais estavel
e nesse tipo de conformacao os protons tomam posi¢cdes equatorias e axiais como no
cicloexano em suas conformacdes cadeira e bote, nesse caso as posi¢coes dos atomos
ligados sdo denominadas como pseu-equatorial e pseu-axial, e podem acoplar entre
si (CARBALLEIRA; PEREZ-JUSTE; VAN ALSENOY, 2002).

Os valores de acoplamento sdo definidos pelas distancias entre os sinais e
0s acoplamentos geminais sdo aqueles que possuem interacdo entre os protons
ligados ao mesmo atomo. Além desse tipo de acoplamento, ocorre também
acoplamentos: axial-axial, axial-equatorial e equatorial-equatoril. A Tabela 3,
apresenta alguns valores de acoplamento calculados teoricamente e 0s observados
experimentalmente, que podem ser atribuidos a tais tipos de acoplamento
(SILVERTEIN E WEBSTER, 2000).

Tabela 3. Valores de acoplamento calculados e observados experimentalmente para acoplamentos dos

tipos: axial-axial, axial-equatorial e equatorial-equatorial.

J J

Calculado (Hz) Observado (Hz)

Axial-axial 9 8-14 (8 — 10)*
Axial-equatorial 1,8 1-7((2-3)*
Equatorial-
_ 1,8 1-72-23)*
equatorial

Fonte (Adaptado): SILVERTEIN E WEBSTER, 2000.

*VValores usualmente encontrados

Com tais valores pré-estabelecidos € possivel prever os valores de
acoplamento dentro do anel. A Figura 32 demostra os acoplamentos que podem

ocorrer no anel. No espectro foram observados os valores de J=7,8; 11,5 e 6,7 Hz.
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Figura 32. Demonstracdo de acoplamentos vicinais e geminais.
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Outro ponto importante para atribuicdo de cada sinal com seu respectivo
proton € a posicdo do proton na molécula. PosicGes axiais/equatoriais ou pseu-
axiais/equatoriais tem influéncia direta no valor do deslocamento quimico. Alguns
fatores que podem influenciar a variagdo desse valor de deslocamento é o efeito de
blindagem e a posi¢ao do préton.

O efeito de blindagem se da pela movimentacao dos elétrons ao circularem,
assim criando seu préprio campo magnético posicionando contra o campo aplicado,
dessa forma o campo criado pelos elétrons blinda o préton e faz com que o0 mesmo
sinta menos o campo aplicado. Esse efeito esta diretamente ligado com a densidade
eletrbnica, pois uma grande densidade de elétrons causa um maior efeito de
blindagem, entdo prétons préximos a atomos eletronegativos tendem a apresentarem
em regides mais desblindadas (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Outro ponto que interfere no deslocamento quimico é a orientagdo na qual
a molécula recebe o campo aplicado, esse fato pode ser exemplificado pelo
cicloexano em sua conformacdo cadeira, onde o eixo central do campo magnético
incidido coincide com uma ligacao simples carbono-carbono, criando o chamado efeito
cone, onde os protons dentro do cone de desblindagem encontram-se em regides
mais desblindadas e estes sdo os prétons em posi¢cdes equatoriais (LAMBERT et |,
2011).

Esse fato pode ser também considerado para anéis de cinco membros com
0S pseu-equatorial e pseu-axial. Na “Impureza E” os prétons préximos as regides de
grande densidade eletrdnica, atomos eletronegativos e em posi¢cdes equatoriais sao
observados em regides mais desblindadas. Isso pode ser visto no espectro onde 0s

prétons proximos do acido carboxilico, carbonila e nitrogénio estdo em regiées mais
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desblindadas e prétons pertencentes ao anel, os que estdo em posi¢cdes equatoriais
apresentam-se em regides de maior deslocamento quimico (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000; LAMBERT et al, 2011).

Através dessas analises, com a finalidade de atribuir cada pico ao seu
proton e auxiliar na determinacdo da conformacao, foi realizado também anélise de
Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) (Anexo — Figura 53 e 54) e
Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) (Anexo — Figura 55), onde verifica-
se o0 acoplamento dos protons com os carbonos em curta e longa distancia. Com os
dados obtidos observou-se que os carbonos ligados aos protons H5 e H6 séo
detectados como semelhantes, pois apesar dos mesmos serem quimicamente
distintos, esses sdo magneticamente iguais. Com esses espectros € possivel atribuir

todos préton com seus respectivos carbonos de cada conformacao.

Tais dados apresentados provam a existéncia das duas conformacdes em
solucdo, evidenciando um equilibrio liquido (LOPES et al, 2018). Essas duas
conformacdes sdo decorrentes da interconversdo da ligacdo amidica, atestando a
existéncia de amido conférmeros, e dessas a estrutura 28a (Figura 28) apresenta-se

como majoritaria.

A existéncia de conférmeros decorrentes dessa ligagdo amidica é citada na
literatura (CASY E DEWAR, 1994; REKIS, 2016), onde é descrito que a rotacdo em
torno do eixo da ligacdo N-C=0 da ligacdo amidica envolve uma alta barreira enérgica,
por isso é possivel observar os sinais das duas conformacfes (MENG; SZOSTAK,
2018).

Com esse fato da existéncia das conformacfes devido essa alta barreira
energética busca-se fatores que possam oferecer energia suficiente para alterar o
equilibrio conformacional e a proporcao de populacdo da conformacdo mais estavel.
Estudos que buscam variar a entropia do sistema podem auxiliar na compreensao e
confirmacéo estrutural da molécula, evidenciando os fatores que nela interferem que
posteriormente podem ser expandidos para outras moléculas que possuem o mesmo

perfil.

A temperatura foi o primeiro parametro utilizado para oferecer energia
suficiente para ultrapassar a barreira energética e as conformagbes se

interconverterem, com isso a troca de uma para outra se tornaria cada vez mais
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rapido, assim o sinal ficaria mais largo porque os picos coalesceriam (SONG et al,
2017).

Sendo assim, foram realizados testes variando a temperatura de 20°C até
80°C, em uma taxa de 20°C e analisado por RMN em solvente DMSO-ds (Anexo —
Figura 46). De acordo com 0 aumento da temperatura esperava-se um decaimento do
valor da proporcdo da conformacdo B e um aumento de A, pois A apresentou
caracteristicas de ser mais estavel quando comparada com as demais, sendo assim
preferivel fixar em tal conformacdo (SONG, 2016). Entretanto, a variacdo de
propor¢ao foi minima como observada na Tabela 4.

Tabela 4. Variagdo em porcentagem dos conférmeros da “Impureza E” do captopril de acordo com a
variacdo de temperatura (500Hz, CD3sSOCD3).

Conformagdo A Conformacgéao B

20°C 76,25% 23,75%
40°C 76,5% 24,6%
60°C 74,83% 25,17%
80°C 75,72% 24,72%

*Dados obtidos pelo monitoramento H2 e pela integracéo

Esses valores ndo corresponderam com o esperado, pois a medida que era
fornecida energia para o sistema a barreira energética existente seria superada.
Estudos realizados com aumento de temperatura com N,N-dimetilformamida,
apresentaram ser necessario cerca de 100°C para rotacionar a ligacao amidica. Essa
temperatura ultrapassa uma barreira energética com cerca de 22 kcal.mol?
(LAMBERT et al., 2014). Comparando a estrutura quimica da N,N-dimetilformamida
(Figura 33) com a da “Impureza E” observa-se uma grande diferenca estrutural. A N,
N-dimetilformamida apresenta um menor volume e menor efeito estérico, enquanto a
“Impureza E” possui um maior volume e mais impedimento estérico, isso pode
justificar o fato de essa temperatura ndo variar a propor¢do dos conférmeros, pois
seria necessaria uma temperatura acima de 100°C para realizar a rotacéo da ligacéo

amidica da “Impureza E”.
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Figura 33. Estrutura N,N-dimetilformamida.
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Testes com temperaturas inferiores a ambiente (-50°C) também foram
realizados e analisados em RMN com solvente acetona-ds (Anexo — Figura 49).

Tabela 5. Variacdo em porcentagem dos conférmeros da “Impureza E” do captopril de acordo com a
variacao de temperatura (600MHz, CD3COCD:s).

Temperatura Conformacéo A Conformacéo B

23,5°C 81,54% 18,45%

0°C 83,06% 16,93%
-10°C 82,81% 17,18%
-20°C 83,02% 16,69%
-30°C 82,74% 17,26%
-40°C 83,08% 16,91%
-50°C 82,98% 17,01%

A diminuig&o da temperatura foi utilizada com intuito de favorecer uma das
conformacgdes, como relatado por Katritzky e colaboradores (2005) onde um dos
compostos estudados coalesceram os picos em -116°C. Contudo, em alguns casos 0
gue pode ocorrer € que de acordo com o decaimento da temperatura os solventes
tendem a aumentar sua viscosidade, com isso, limitando 0 movimento dos compostos
e ndo havendo variacdo de proporcéo, esse fato pode ser considerado na analise do
composto em temperaturas negativas. Observou-se que nao houve variagcéo

significativa de proporcao entre as conformacdes.
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A natureza do sistema soluto-solvente tem influéncia na proporgdo das

populacdes conformacionais (LADD; JONES, 1967). Assim, foram propostos novos

experimentos com a variacdo dos solventes deuterados que foram: DMSO-ds,

acetona-ds, metanol-ds, cloroférmio-di. A tabela 6 apresenta a estrutura quimica de

cada um dos solventes como também sua constante dielétrica e deslocamento

guimico na andlise de RMN (ppm) (Anexo — Figura 50). Foram utilizados solventes

polares e apolares, como também proéticos e apréticos, a fim de verificar a influéncia

da natureza do solvente. A tabela 7 exp0e as razbes proporcionais encontradas de

acordo com o solvente, e a tabela 8, a descrigdo de todos os prétons de acordo com

o deslocamento.

Tabela 6. Relacéo de solventes deuterados usados na analise de RMN da “Impureza E”.

Solvente

DMSO-ds

METANOL-d4

CLOROFORMIO-
d:

Estrutura

n—0

Constante Densidade Deslocamento

dielétrica /mL quimico
(g/mL) (ppm)

Polar 46,7 1.19 2 49
aprOtICO

Polar 21 0.88 204
aprotico

Polar 33 0.79 3.35: 4.78
prético

Apolar 4,81 1,50 7,24
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Tabela 7.
DMSO
A B
76,25% 23,75%
Tabela 8.
H1
H2
H3a
3 H3b
H4
H5a
HS H5b
H6a
s H6b
H7
H8

*deslocamentos apresentados em ppm

Relacao de propor¢cdo dos conférmeros da “Impureza E” de acordo com solvente.

A
82,81%

B
17,18%

Metanol

A

76,13%

B
23,87%

A
91,75%

B
8,25%

Deslocamento quimico dos prétons da “Impureza E” de acordo com solvente.

Cloroformio +
Gotas de Agua

A

92,07%

B
7,92%

58

DMSO Metanol CIoroférmio +
Gotas de Agua
A B A B A B A B A B
12,44 11,31 8,5
421 4,42 444 4 59 4,39 4 59 4 58 4. 45 457 4,46
3,55 3,36 3,67 3,47 3.64 3,3 3,62 3,62
2,69 2,42 2,77 2,51 2,85 2,54 2,72 2,47 2,72 2,47
g8 175 2,08
2,08 ' 2,28 1,97 2,31 2,03 2,32 2,03
2,11 2,19 187
1,85 2,02 '
1,01 0,99 1,07 1,06 1,12 1,1 1,16 1,11 116 1,12
0,97 0,94 1,04 1,01 1,08 1,06 1,16 1,13 ’ 1,11
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O efeito do solvente provoca mudancas nas populacdes devido a
variacdo da constante dielétrica do meio. Os solventes cloroférmio e cloroférmio
+ trés gotas de a&gua sdo os que mais favorecem a conformacao majoritaria.
Apesar desses solventes possuirem propriedades distintas, todas foram capazes

de restringir de forma majoritaria a conformacao mais estavel.

Gellman e colaboradores (1991) afirma que a polaridade do solvente
esta diretamente ligada a formacao de ligacao de hidrogénio intramolecular e em
solventes mais polares diminui a possibilidade de formacdo de ligacdo de
hidrogénio. O solvente que menos solvata a molécula € o cloroférmio, devido a
sua baixa polaridade quando comparado com os demais solventes. O fato desse
solvente solvatar menos significa que ele possui uma menor interagdo com a
molécula, com isso as interagdes soluto-solvente sdo menos significativas
(interac®es intermoleculares), e a molécula busca intera¢des intramoleculares
afim de se estabilizar (ABRAHAM et al, 1980; NOME, R. A., 2010).

As ligacOes de hidrogénios sédo algumas das principais interacdes
responsaveis pela estabilizacdo de moléculas e conférmeros. Como a molécula
esta menos solvatada o H1 fica livre para fazer uma ligacédo de hidrogénio com
0 oxigénio pertencente a carbonila amidica. Para que ocorra essa interacao, o
grupo acido que esta em uma posicdo mais equatorial, se desloca para uma
regido mais axial, consequentemente o H2 toma uma posi¢do mais equatorial,
favorecendo a interacdo de ligacdo de hidrogénio (BUCKINGHAM et al, 1960;
BARBAS et al, 2013)

Essa mudanca de posi¢cbes também provoca uma torcdo do anel,
acarretando na inversdo das posicdes axiais e equatoriais dos prétons do anel,
isso pode ser evidente quando observado o espectro em cloroférmio. Todos os
prétons ligados ao anel invertem de posi¢cdo quando comparados aos demais
solventes. Como exemplo, o H2 em cloroférmio (Figura 32) inverte a posicao, ou
seja, a conformacdo que permitiu essa ligacdo de hidrogénio, gerou uma
mudanca do H2 para posicdo equatorial ocasionando uma mudanca do

deslocamento quimico para regides desblindadas.

Essa ligacdo de hidrogénio intramolecular justifica o cloroférmio ser o

solvente que melhor favorece a conformacao mais estavel. Esses dados também
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sdo observados no espectro em cloroformio + gotas de agua, s6 ndo sendo
possivel observar o préton da hidroxila. Contudo ndo se pode inferir conclusdes
pela presenca da 4gua uma vez que essa andlise foi realizada com apenas
algumas gotas de a4gua na solucéo de cloroférmio, pois para realizar a analise
somente em agua seria necessario um tratamento prévio para ajuste de pH, com
isso pode-se concluir que nesse caso o solvente cloroférmio prevalece com suas
propriedades intrinsecas gerando respostas semelhantes quando comparado

com o espectro apenas com cloroférmio.

Figura 34. Demonstracao de inversao de protons em cloroférmio.
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Com isso é possivel concluir que a barreira energética existente entre
as duas conformacfes pode ser superada dependendo do solvente usado.
Solventes menos polares possuem um menor grau de solvatacdo e permitem
ligacdo de hidrogénio intramolecular, o que torna o composto mais estavel e,
portanto, a estrutura mais estavel € a 28a, pois € Unica que possui geometria

gue propicia esse tipo de interacao.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) demonstrou que o

composto foi obtido em forma de cristal (Figura 35).

Figura 35. MEV do cristal obtido da “Impureza E”.

HLUD11.1 2mm

O cristal foi submetido a andlise por difracdo de Raios-X com o intuito
de verificar se as duas conformacOes teriam cristalizado e se as estruturas

corroboram com as estruturas propostas através dos espectros de RMN.

Os parametros da cela unitaria obtidos, assim como os demais dados
cristalogréficos, estdo apresentados na tabela 9, os demais dados
cristalogréficos encontram-se em anexo (Anexo — Tabelas 11, 12, 13 e 14).
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Tabela 9. Principais dados cristalograficos e refinamento “Impureza E”.

Férmula empirica
Massa molecular
Temperatura
Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensdes cela unitéaria

Volume
Z
Densidade (calculada)
Coeficiente de absorcgéo
F(000)

Intervalo de 0
Intervalo de indices
Reflexdes coletadas

Reflexdes independentes
Completeza para 0 = 25,242°
Dados/ restricbes/ parametros
GOF (Goodness-of-fit) em F?
indices de R final [I>20(1)]
indices de R (Todos os dados)
Parametro de estrutura
absoluta

Coeficiente de extingao

Densidade residual max. e min.

Co His N O3
185,22(g/mol)
293(2) K
0,71073 A
Ortorrdmbica
P21212:1
a=8,5251(5) A a=90°
b = 10,6024(5) A £=190°
c =10,9335(6) A y=90°
988,24(9) A3
4
1,245 Mg/m?3
0,093 mm!
400
2,676 a 34,483°,
-13<h<13, -16<k<16, -17<I<16
20411
4020 [Rnty = 0,0247]
100,0 %
4020/0/121
1,028
R1=0,0438, wR2 = 0,1107
R1 = 10,0706, wR2 = 0,1290
-0,4(3)

n/a
0,209 e -0,169 e.A-3



63

O composto cristalizou-se em um grupo espacial ortorrémbico nao-

centrossimétrico P2:P2:P2:. A Figura 36 apresenta o Ortep da estrutura.

Figura 36. Ortep “Impureza E”.

01

Na andlise da estrutura cristalina os atomos de carbono ligados
diretamente ao nitrogénio do anel pirrolidinico sado coplanares, de modo que néao
€ possivel observar diferencas estereoquimicas deste &tomo. A estrutura da rede
cristalina apresenta ligacdo de hidrogénio O-H «++ O intermolecular forte, como
mostrado na Figura 37a, resultando na formacao de uma hélice ao longo do eixo
b (Figura 37). Hélices adjacentes do composto sdo mantidas através de
interacdes intramoleculares fracas C — H <« O (Figura 37b). Desta forma, o
empacotamento cristalino da “Impureza E” € composto por hélices do composto

empilhadas ao longo do eixo a. A Tabela 10 apresenta as ligacdes de hidrogénio.
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Figura 37. Interacdes Intermolecular da “Impureza E”

(a) (b) (c)

Tabela 10. Ligacdes de hidrogénio “Impureza E”

Interacéo D...H(A) D...AR) H...AR) D-H..A(°®) Codigos de simetria
02-H2¢°03 0,938 2,609(1) 1,724 156,17 X, +y+1/2,-z+1/2
C5-H5Be0O1 1,080 3,356(2) 2,508 134,71 -X-1/2,-y,+z+1/2
C8-H8e+0O1 1,080 3,469(1) 2,437 159,58 -X,+y-1/2,-z+1/2
C2-H2A¢*O1 1,080 2,689(2) 2,531 86,44 intramolecular
C8-H8Ae*03 1,080 2,836(2) 2,630 89,59 Intramolecular

Através desses dados comprova-se que em estado solido existe
apenas uma unica conformacéo, sendo esta a conformacao mais estavel. Ja em
estado liquido ha um equilibrio das conformacdes existente decorrente da
rotacdo da ligacdo amidica. As duas conformacdes existentes sdo 28a e 28b,

onde a 28a é a mais estavel.

Além disso, foram realizadas andlises de termogravimetria (TGA) e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), a fim de verificar a estabilidade da
Impureza. Através da derivada da analise de TGA foi possivel observar que o
composto em atmosfera de nitrogénio apresentou maior pico de perda de massa
em aproximadamente 250°C, sendo que nessa temperatura havia cerca de 40%
da massa analisada do produto (Figura 38), enquanto que frente ao oxigénio a
amostra apresentou o maior pico de perda de massa em torno de 245°C, e nessa
temperatura a massa restante do produto era equivalente a apenas 20% da
massa total analisada (Figura 39). Ambas analises demonstraram apenas uma

perda de massa. A andlise termogravimétrica mostrou que em atmosfera inerte
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de nitrogénio o composto possui maior estabilidade quando comparada com a

estabilidade frente a atmosfera de oxigénio.

Figura 38. Analise de TGA da “Impureza E” em atmosfera de nitrogénio.
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Figura 39. Analise de TGA da “Impureza E” em atmosfera de oxigénio.
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A analise de calorimetria diferencial por varredura (DSC) (Figura 40)
apontou que o ponto de fusdo da “Impureza E” € em torno de 124°C, mostrando-
se diferente do valor apresentado do certificado de andlise do mesmo composto
que apresentou aproximadamente 84°C (LGC Reference Standards, 2015).
Essa discusséo deve levar em consideracdo que a “Impureza E” sintetizada foi
analisada em sua forma cristalina, o que pode alterar tal temperatura. Observa-

se também que em torno de 119°C é apresentado outro pico.

Figura 40. DSC “Impureza E”.
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Entende-se que a técnica de DSC pode determinar o ponto de fusédo
do composto, isso acontece em uma programacao controlada de temperatura,
onde é fornecida energia em forma de aquecimento para o composto e a
referéncia utilizada. Qualquer mudanca detectada pelo equipamento €
computada, contudo ndo necessariamente pode ter ocorrido a fusdo, dessa
forma, como o material estd em sua forma cristalizada, pode ocorrer que ao
fornecer energia para o sistema pode ocasionar mudancas conformacionais na

molécula.

A primeira isoterma € proposta como a rotacdo da ligacdo amidica,
essa rotacao foi possivel pela energia fornecida em forma de aquecimento para
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0 sistema com a variacdo da entropia. A segunda isoterma é determinada como

0 ponto de fusao.

6 CONCLUSAO

Estudos de degradacdo forcada de farmacos, assim como seus
respectivos produtos de degradacao, sdo de suma importancia pois possibilitam
uma maior compreensdo em relacdo a estabilidade do medicamento
disponibilizado no mercado e consequentemente a seguranca e eficacia do

mesmo.

A “lmpureza E” em especifico possui um problema estrutural
decorrente da ligacdo amidica. A ligacdo amidica esta presente em diversos
compostos com inumeras aplicacdes, assim sendo, a resolucdo de problemas
relacionados a especificidade de tal ligacdo torna-se um interesse comum de

diversas areas.

Com esses estudos pode-se inferir que a ligagcdo amidica propicia a
formacdo de amido conférmeros, que podem ser visualizadas por técnica
espectroscopica de RMN. A diferenca populacional dos conférmeros em solugéo
€ algo intrigante, pois os mesmos ndo superam a barreira energética, contudo,
0 uso de solventes mais apolares, que permitem a ligagdo de hidrogénio
intramolecular, estabilizam a conformacdo mais estavel e fornecem energia
suficiente para ultrapassarem a barreira energética de rotacdo da ligacao C-N.
Na andlise cristalografica foi possivel afirmar que em sistema cristalino existe
apenas uma conformacdo e a estrutura presente no cristal corrobora com a
estrutura proposta como mais estavel em solucéo, sendo a 28a. Com as analises
térmicas foi possivel concluir que a “Impureza E” é estavel até aproximadamente
250°C e que ela se funde em torno de 120°C, contudo antes dessa temperatura
de fusdo é observado em 119°C um pico proposto como a energia necessaria

para a rotacdo da ligacdo amidica.

Esse trabalho pode ser utilizado como base para estudos posteriores
com compostos que possuem a presenca da ligagcdo amidica com parametros

de estudos para uma fixacao estrutural.
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Esse estudo sera concluido com calculos teéricos com a finalidade
justificar teoricamente o observado nos experimentos e quantificar a barreira

energética existente entre as conformacdes.
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ANEXOS

c UEV x10,000}

Figura 41.

CG da “Impureza E” (2a).
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Figura 42.

CG Benzoila-D-prolina (20b).

Max Intensity : 15,692,593

Chromatogram

Time 24.814 ' Inten 375,027]

19.442

c UEV 10,000}

Figura 43.

CG 4-nitrobenzoila-D-prolina (21b).
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RMN de *H “Impureza E” (500MHz, CD3SOCDs).

Figura 44.
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Figura45. RMN de!3C “Impureza E” (125MHz, CDsSOCD:s).
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RMN de 'H Benzoil-D-prolina (500MHz, CDCls).

Figura 46.
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RMN de H 4-nitrobenzoil-D-prolina (500MHz, CDsSOCD3).

Figura 47.
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Figura 48.
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Espectros de RMN de 'H da “Impureza E” com a variagdo de temperatura de 23,2°C a -50°C ("600MHz, CD3sCOCD:3).

Figura 49.
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Figura 50.
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Espectros de RMN de 'H da “Impureza E” com variagéo de solventes.
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Figura51. Espectro de NOESY bidimensional “Impureza E” (600MHz, CD3COCD3).
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Figura 52. Espectro de NOESY bidimensional “Impureza E” (500MHz, CDCls).
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Figura 53. Espectro HSQC bidimensional “Impureza E” (500MHz, 125MHz, CD3SOCD:3).
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Figura 54. Espectro de HSQC bidimensional “Impureza E” (500MHz, 125MHz, CDCls).
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Figura 55. Espectro de HMBC bidimensional “Impureza E” (500MHz, 125MHz, CDCl3).
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RMN de *3C “Impureza E” (500MHz, CDsClI).

Figura 56.
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Tabela 11. Coordenadas atdmicas (x 10%) e parametros de deslocamento isotropicos equivalentes
(A?x 10°%) para “Impureza E”. U (eq) é definido como um terco do trago do tensor ortogonalizado

de Uij (numeracgéo de 4tomos de acordo com ortep).

0(3) 380(2) -802(1) 3224(1) 63(1)
N(1) -432(2) 349(1) 4796(1) 40(1)
0(2) -811(2) 2334(1) 3298(1) 66(1)
o(1) -2901(2) 1511(2) 2413(2) 82(1)
C(6) 648(2) -355(1) 4249(1) 43(1)
c@) -1927(2) 1503(1) 3201(1) 44(1)
C() -1960(2) 548(1) 4228(1) 41(1)
C(7) 2179(2) -593(2) 4904(2) 53(1)
C(5) -341(2) 927(2) 6016(1) 49(1)
C@3) -2979(2) 999(2) 5293(2) 57(1)
C() -1840(3) 1691(2) 6103(2) 62(1)
C(8) 3538(3) -613(2) 4018(3) 74(1)
C(9) 2050(3) -1849(3) 5581(3) 92(1)

Tabela 12. Comprimentos de ligacdo [A] e angulos [°] para “Impureza E” (numeracéo de atomos de

acordo com ortep).

0(3)-C(6) 1,2385(19) C(1)-C(2) 1,513(2)
N(1)-C(6) 1,3272(19) C(2)-C(3) 1,529(2)
N(1)-C(2) 1,458(2) C(7)-C(8) 1,510(3)
N(1)-C(5) 1,4701(19) C(7)-C(9) 1,528(3)
0(2)-C(1) 1,301(2) C(5)-C(4) 1,516(3)
O(1)-C(1) 1,197(2) C(3)-C(4) 1,506(3)
C(6)-C(7) 1,510(2)
C(6)-N(1)-C(2) 120,61(12) C(6)-N(1)-C(2) 120,61(12)
C(6)-N(1)-C(5) 127,35(13) C(6)-N(1)-C(5) 127,35(13)
C(2)-N(1)-C(5) 111,88(13) C(2)-N(1)-C(5) 111,88(13)
0(3)-C(6)-N(1) 119,66(15) 0(3)-C(6)-N(1) 119,66(15)
0(3)-C(6)-C(7) 121,64(15) 0(3)-C(6)-C(7) 121,64(15)
N(1)-C(6)-C(7) 118,69(13) N(1)-C(6)-C(7) 118,69(13)
0(1)-C(1)-0(2) 124,13(15) 0(1)-C(1)-0(2) 124,13(15)
0(1)-C(1)-C(2) 121,78(15) 0O(1)-C(1)-C(2) 121,78(15)
0(2)-C(1)-C(2) 113,99(13) 0(2)-C(1)-C(2) 113,99(13)

Transformacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes.
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Tabela 13. Parametros de deslocamento anisotropico (A?x 103) para “Impureza E”. O expoente do

fator de deslocamento anisotrépico assume a forma: -2m2[ h2a*2Ull + | + 2 h ka* b* U12]

0(3)
N(1)
0(2)
0(1)
C(6)
C()
C(2)
C(7)
C(5)
CE3)
C(4)
C(8)
C(9)

72(1)
47(1)
72(1)
94(1)
50(1)
50(1)
43(1)
49(1)
62(1)
53(1)
78(1)
52(1)
80(2)

(numeracéo de atomos de acordo com ortep).

68(1)
37(1)
66(1)
69(1)
39(1)
39(1)
35(1)
55(1)
48(1)
59(1)
57(1)
67(1)
98(2)

49(1)
35(1)
60(1)
82(1)
41(1)
43(1)
46(1)
56(1)
39(1)
60(1)
51(1)

103(2)

99(2)

-21(1)
-3(1)
25(1)
21(1)
0(2)
-2(1)
-2(1)
-2(1)
-7(1)
4(1)
-13(1)
-11(1)
51(2)

-11(1)
-4(1)
-22(1)
-47(1)
-3(1)
-6(1)
-2(1)
-9(1)
0(1)
12(1)
14(1)
8(1)
-15(2)

24(1)
1(1)
-29(1)
-24(1)
4(1)
1(1)
-1()
4(1)
-8(1)
3(1)
3(1)
-5(1)
9(1)

Tabela 14. Coordenadas de hidrogénio (x 10%) e parametros de deslocamento isotrépico (A2x 103)

H(2)
H(2A)

H(8)
H(5A)
H(5B)
H(3A)
H(3B)
H(4A)
H(4B)
H(8A)
H(8B)
H(8C)
H(9A)
H(9B)
H(9C)

para “Impureza E” (numeracéo de atomos de acordo com ortep).

-827
-2364
2351
574
-300
-3804
-3449
-2218
-1675
3395
4498
3586
1183
3002
1886

2803
-257
81
1465
288
1557
292
1722
2546
-1287
-742
176
-1818
-2003
-2517

2702
3920
5502
6086
6650
5009
5720
6940
5814
3442
4460
3589
6140
6027
5001

99
49
64
59
59
68
68
74
74
111
111
111
138
138
138



