UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE FisICA

GRUPO DECRISTALOGRAFIA

Avaliacao da depen@ncia com a presao de propriedades
estruturais de compostos orgnicos de interesse farmagutico

Rosane de Paula Castro

Goiania - 2018



0@
PRPG e

S PRO-REITORIA DE
al sistema de bibliotecas ufg PN U FG

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGCAO PARA DISPONIBILIZAR VERSOES ELETRONICAS
) DE TESES E
DISSERTAGCOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goiads (UFG)
a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes (BDTD/UFG),
regulamentada pela Resolugdo CEPEC n° 832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de a-
cordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de
leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgdo cientifica brasileira, a partir
desta data.

1. Identificacao do material bibliografico: [ ] Dissertacao [ X] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacao:

Nome completo do autor: Rosane de Paula Castro

Titulo do trabalho: Avaliagdo da dependéncia com a pressdo de propriedades estruturais de compos-
tos organicos de interesse farmacéutico

3. Informacgdes de acesso ao documento:

Concorda com a liberagao total do documento [ X ] SIM [ ]NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizagdo eletrénica, torna-se imprescindivel o envio
do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertacao.

Rosane de Paula Castro
Ciente e de acordo:

SN Z (/0(/;{’) *S

Prof. Dr. José Ricardo Sabino
Orientador

~J Data: 07/05/2018

1 Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo suscita

justificativa junto a coordenagio do curso. Os dados do documento néo serdo disponibilizados durante o periodo de embargo.
Casos de embargo:
- Solicitagdo de registro de patente
- Submissdo de artigo em revista cientifica
- Publicagdo como capitulo de livro
- Publicagdo da dissertagdo/tese em livro



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE FisICA

GRUPO DECRISTALOGRAFIA

Avaliacao da depen@ncia com a presao de propriedades
estruturais de compostos orgnicos de interesse farmagutico

Rosane de Paula Castro

Tese submetida ao Programa deds?
Graduag@o em Hsica da Universidade
Federal de Gas como parte dos requi-
sitos neceswios para obtengo do ftulo
de Doutora em Fsica.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Jo£ Ricardo Sabino

Goiania - 2018



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

de Paula Castro, Rosane

Avaliacdo da dependéncia com a presséo de propriedades
estruturais de compostos organicos de interesse farmacéutico
[manuscrito] / Rosane de Paula Castro. - 2018.

X, 99 f.: il

Orientador: Prof. Dr. José Ricardo Sabino.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Instituto de
Fisica (IF), Programa de Pds-Graduacédo em Fisica, Goiania, 2018.

Bibliografia.

Inclui fotografias, abreviaturas, tabelas, lista de figuras, lista de
tabelas.

1. Cristalografia de raios X. 2. Altas pressdes. 3. Diamond anvil
cell. I. Sabino, José Ricardo, orient. Il. Titulo.

CDuU 53




Universidade Federal de Goias
Instituto de Fisica
Programa de Pos-Graduagao em Fisica

Ata N2 36 de defesa de tese de
Rosane de Paula Castro para
obtengdo do titulo de Doutora em
Fisica.

Aos 07 dias do més de maio de 2018, as 14h00min, no Anfiteatro | do Instituto de Fisica da UFG,
reuniu-se a Banca Examinadora designada pela Coordenadoria do Programa de Pés-Graduagéo
em Fisica, composta pelo Prof. Dr. José Ricardo Sabino (orientador e presidente da Banca -
IF/UFG), Prof. Dr. Carlos Basilio Pinheiro (DF/UFMG), Prof. Dr. Sauli dos Santos Junior
(FCT/UFG), Prof. Dr. Leandro Felix de Sousa Bufaigal (IF/UFG) e Prof. Dr. Tertius Lima da
Fonseca (IF/UFG) para julgar a tese de doutorado de Rosane de Paula Castro, intitulada:
“Avaliacdo da dependéncia com a pressdao de propriedades estruturais de compostos
orgénicos de interesse farmacéutico’. O Presidente abriu os trabalhos agradecendo a presenca
dos membros da Banca Examinadora e concedeu a palavra a Rosane de Paula Castro, que
expds detalhadamente seu trabalho. Em seguida, os membros da Banca fizeram suas
consideracdes e procederam a argui¢ao da candidata. Concluida essa etapa, a Banca, em sessao
fechada, deu prosseguimento ao julgamento do trabalho, atribuindo os seguintes conceitos:

Prof. Dr. José Ricardo Sabino (orientador) APROVADA
Prof. Dr. Carlos Basilio Pinheiro (DF/UFMG) A/l? OVAD A-
Prof. Dr. Sauli dos Santos Junior (FCT/UFG) {”/’?’(,’ c/,r'//? pA
Prof. Dr. Leandro Felix de Sousa Bufaigal (IF/UFG) APROVADPA
Prof. Dr. Tertius Lima da Fonseca (IF/UFG) APROADA

Novamente em sessdo aberta, o presidente da Banca anunciou o resultado final do julgamento,
declarando a candidata Rosane de Paula Castro _/Apeova0Of pela Banca Examinadora.
Nada mais havendo a tratar, a sessdo foi encerrada e lavrou-se a presente ata que segue assinada
pelos membros da Banca Examinadora.

kit Qe £

rof. Dr. José R. Sabino  “~Prof. Ff Ca(os Basilio Pinheiro rof. Dr..Sauli dog Santos Jr.

Lewlin KL Baghosi” /K,\ m %mmm_

Prof. Dr. Leandro F. de S. Bufaical Prof. Pr Terllus Lima da onseca




“Desistir... eu ja pensei seriamente nisso, mas nunca me levei realmeatéals que tem mais
chao nos meus olhos do que o cansag¢o nas minhas pernas, maragsNos meus passos, do que
tristeza nos meus ombros, mais estrada no meu éordo que medo na minha cabeca.”

Cora Coralina



Agradecimentos

Um agradecimento mais que especial aos meus queridos [eidqakcago, amor, incentivo e
carinho. Aos meus irdos, companheiros sempre presentes nessa jornada. Paviao sufici-
entes para expressar a minha giaoid

Ao meu orientador professor Dr. #oRicardo Sabino por todo o conhecimento compartilhado,
confianca e apoio desde os anos da graaac

Aos docentes do Instituto dédtca que participaram da minha forraag

Aos amigos do Instituto deisica, pelos momentos agéackis, que s@o sempre lembrados com
carinho.

Ao Instituto de ksica da UFG pela oportunidade.

A CAPES pela conce@s da bolsa.



Resumo

Nesta tese sap apresentados os resultados de deteramastrutural por difrép de raios X de
monocristais de candidatos arfnacos em condigs ambiente de temperatura e paessassim
como submetidoa altas presses. A adlise cristalogafica desse tipo de composto permite obter a
estrutura tridimensional de maneira inaguca. Essa informap é Util para o processo de desen-
volvimento de novosdrmacos a fim de se alcancar as propriedades planejadasptad o estudo
de combinages do &rmaco com o0s excipientes a serem utilizados para garaataale liberago
esperada dcafmaco no corpo humano e a otimiaaga interago entre odrmaco e o alvo. Am
disso, durante o processo de pra@uiga indistria farmaéutica, podem surgir fases pofbmficas
devidoa aplica@o de pres#o, que ocorre durante a moagem e na preparde comprimidos, po-
dendo alterar a biodisponibilidade, solubilidade e ebtinle do medicamento. Assim, identificar
as condifes nas quais tais modifidas podem ocorrer, garante a confiabilidade do produto fi-
nal. Nesse sentido, no presente trabalho foram realizadastaliza@o e aalise cristalogafica de
candidatosa farmacos desenvolvidos pelo Labdaréd de Avaliag@o e Sntese de Subdhcias Bi-
oativas (LASSBIo) da Universidade Federal do Rio de JaneiffRJ). Os compostos analisados
foram: LASSBIi0-1773 e LASSBI0-1774, que possuem atividagedlicemiante, LASSBio-1606,
com propriedade anti-inflam@ia, e LASSBIio-1735, que se mostrou ativo contra divergusstde
cancer. Para os compostos LASSBio-1774 e LASSBIi0-1606 foizeed tamBm a difra@o de
raios X em altas predéss, com a Diamond Anvil CelDAC), determinando suaghilas uniérias e
analisando os efeitos da prasssobre o arranjo cristalino. Em ambos 0s compostos foraered
das transiges de fase revakeis. Para o LASSBIio-1774 a alise das mudancas estruturais devidas
a presao foi realizada com o ailio dos tensores dstrain.

Palavras-chave:Cristalografia de raios X, Altas preésss,Diamond anvil Cell



Abstract

This thesis presents the structure determination usinglesicrystal x-ray crystallography of four
drug candidates under ambient conditions of temperatudepagssure, as well as submitted to
high pressure. The crystallographic analysis of this typpeompound allows to obtain the three-
dimensional structure in an unambiguous way. This inforomais useful for the development pro-
cess of new drugs in order to achieve the planned propesties, as the study of combinations of
the drug with the excipients to be used to guarantee the farpected release of the drug in the
human body and the optimization of interaction between tiug @énd the target. Furthermore du-
ring the process of drug manufacturing in the pharmacdutidastry polymorphic phases may arise
due to the application of pressure, which occurs duringdinigp and in the preparation of tablets,
which may alter the bioavailability, solubility and statyilof the medicament. Thus, identifying the
conditions under which such modifications may occur guaesithe reliability of the final product.
In this sense, the crystallization and crystallographialysis of drug candidates developed by the
Laborabrio de Avalia@o e $ntese de Subancias Bioativas (LASSBIo) of the Universidade Fede-
ral do Rio de Janeiro (UFRJ) was carried out. The compoundyzetaivere: LASSBIio-1773 and
LASSBI0-1774, which have hypoglycemic activity, LASSBio@B; with anti-inflammatory proper-
ties, and LASSBIi0-1735, which has been shown to be activaeagseveral types of cancer. For the
compounds LASSBIio-1774 and LASSBIio-1606 X-ray diffractidrhagh pressures was also per-
formed with Diamond Anvil Cell (DAC), determining their unielts and analyzing the effects of
pressure on the crystalline arrangement. In both compowvessible phase transitions were obser-
ved. The analysis of the structural changes for LASSBio-1difelto pressure was performed with
the aid of strain tensors.

Keywords: X-ray Crystallography, High-pressure, Diamond anvil Cell.
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Capitulo 1

Introduc ao

As pesquisas feitas em altas pi@Ess §0, tradicionalmente, relacionadageologia e &o reali-
zadas no intuito de recriar as conlis de forma&o de minerais, por exemplo. Ersl€a, esse tipo
de pesquisa et geralmente, relacionadobusca de novos materiaisalderca de 20 anos, houve
um crescimento no interesse em se estudar jmEgee compostos farm@aaticos no estado crista-
lino submetidosa altas presses. Em protimas, tenta-se verificar a desnat@a@u dobramento
induzidos por preso.

Um dos objetivos do estudo darfmacos em altas préesé a busca por novas formas po-
limorficas. A ailise cristalogafica nessas condies, utilizando a Diamond Anvil CelDAC),
permite verificar a ocoéncia de transiies de fase, pois 0s materiais podem apresentar diversos em-
pacotamentos cristalinos quando submetidos a difereatebges ambientais. Durante a prodog
de medicamentos na iadtria, €m-se a aplicé&ip de afes meanicas sobre as formaélglas de
farmacos, como ocorre no processo de moagem ou no processepdea@o de comprimidos.
Essas etapas geram aumentos localizados dedprege podem induzir tran§ies de fase, pro-
duzindo fases cristalinas cujas propriedades devem ssagists e conhecidas. Essas diferentes
conforma@es dos drmacos 8o determinantes quando se trata de suas atividades fdop@as
pois, apesar de cafmaco se mover em sofug atraes do corpo humano, a estabilidade das for-
mas cristalinag importante desde o processo de pr@@rmazenamento, transporte atforma

de administrago do medicamento a fim de garantir a biodisponibilidade&enAtle ser importante



1. Introducao 2

para a biodisponibilidade e para a seguranca &naqa, identificar a atividade dasnas formas
sblidas garante prot@p da propriedade intelectual, visto que cada polimorfeemat patenteado
separadamentd]

Desde 2011, o Grupo de Cristalografia da Universidade Fedieabas (UFG) firmou uma par-
ceria com o Laboratio de Avalia@o e $ntese de Subdncias Bioativas (LASSBIo) da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O foco do LASS8ia busca por novos candidatosaanfiacos
para o tratamento e controle de doencas inflanes, neurodegenerativas, diabetés)aer, dentre
outras. Nesse sentide,realizado o planejamento racional desses novos compostasalise es-
trutural e farmacdgica dos mesmos. O Grupo de Cristalografia da UF& ieserido em &rios
projetos do LASSBIo, realizando a determigagstrutural por difrép de raios X de monocristal
desses candidat@sfarmacos. A&m da aalise cristalogafica de monocristais em condi&s ambi-
entes, o Grupo de Cristalografia tem se dedicado a analiséitssala aplicago de altas predss
em monocristais de pequenas Bmllas, em sua maioria candidatogafacos.

Este trabalho eatdividido em 6 cafiulos. No cajftulo 2 sea feita uma revido bibliog@afica
abordando conceitosabicos de cristalografia de raios X de monocristais, imptetapara a com-
preendo dos caftulos subsequentes. @erdiscutidos os Etodos Diretos e de com@a obtidas
relagdes de fases entre os fatores de estruturas e etamivetodos de refinamento de estruturas
cristalinas. Abordar-sa-tamtem as écnicas de cristalografia de raios X de monocristais em al-
tas pres8es, 0s prinipios kasicos de funcionamento d¥C bem como suas componentes. &er
feita uma discus® do nétodo de fluoregmcia de rubi para medida da pr&so interior ddDAC,
das estratgias de coleta de dados em altas fessio difrabmetro APEX I DUO da Bruker e de
comogé realizado o tratamento dos dados. Noittdp 3 h0 listados os objetivos deste trabalho. No
caftulo 4 sea apresentada a metodologia utilizada. Noitcédp 5 sefio apresentadas asadises
cristalogaficas dos compostos LASSBIi0-1773, LASSBIio0-1774, LASSBIio616&QASSBio-1735.

No captulo 6 sehio mostradas as conclies e as perspectivas de trabalhos futuros.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

A seguir sed apresentada a re#is bibliogiafica, na qual séo discutidos osbpicos importantes

para a compreeas dos caftulos subsequentes

2.1 Topicos de Cristalografia

O estudo da cristalografia se iniciou com base em obs&egade minerais, particularmente da
arnalise de seusdbitos, ou seja, da forma externa desses materiais. A dagsas observaes, 0s
mineralogistas chegaratconcludo de que a forma externa de um cristal seria a manifestae
uma ordem interna. Ao clivar materiais cristalifopossvel notar que, nos fragmentos obtidos, os
angulos entre certos pares de faces permanecem inaltera@wélise da morfologia ainda hoge
utilizada para identificar certos minerad§.[

Um material cristalinde@ composto por méktulas, ou grupos de n@mulas, que se repetem de
maneira pefdica nas &s dimen8es por meio de translaes, ou seja, apresentam ordem de longo
alcance. Esse conceito perduroaatbcada de 80, quando foram observados materiais que apresen-
tavam ordem de longo alcance ma@orapresentavam periodicidade. Esses mateaaisisamados
de quasicristais e apresentam simetrias que eram tidas n@oncristalogaficas a& enfio. Atual-
mente, a defini@o de cristal se baseia no fato de que o gadte difraéo obtido a partir de tais

materiaise discreto, apresentand@rimos de interféncia construtivad].
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2.1.1 Rede cristalina e elula unitaria

Para descrever a estrutura cristalina de um matériaécesario compreender como essas
moléculas eéto arranjadas e distrulslas ao longo do cristal. Para isso, define-se dois conceitos
fundamentais: rede cristalina élala unifiria. A rede cristalin&@ uma constrligo materatica que
se marém invariante sob translaes do tipol = n;a+ nsb + nsc, sendaon,, ny € ng NUMeros intei-
ros ea, b e c os vetores que defirfio esta rede. Cada ponto da rede apresenta a mesma vizinhanca
A partir dessa rede, divide-se o espaco em pardsdelps cujas arestadsos vetores, b e ¢, nao
coplanares, que preenchertodo espaco por meio de tran§les. A esses paralggdose dado o
nome de élula uniria. Alem dos vetores da rede, a@lula unifiria & especificada targém pelos
angulos entre esse vetores,5 e, sendax 0 angulo compreendido entre 0s eixosc, 5 0 angulo
entrea e c e~ o angulo entrea e b. A estrutura cristalina sarentio a rede adicionada do motivo,

gue pode ser uma nitula ou um conjunto de néxulas.

Figura 2.1: Representag dos vetores @ngulos que definem &lula uniéria

Fonte: Elaborada pela autora.

O tipo de redee caracterizado peloimero de pontos porétula unifrria. Se a €lula unifria

tiver somente um ponto da rede, @&ma €lula do tipo primitiva e sérrepresentada pela letra P.
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Caso haja mais de um ponto da rede paula, a €lula sea denominada centrada. Segraldos
pontos nos &rtices, houver um ponto no centro ddwda uniéria, esta sérchamada&ula centrada
no corpo, denotada pela letra |. Cas@naldos pontos dosevtices, houver um ponto em uma das
faces a centragem sedenotada pela letra refereatéace na qual o ponto @ssituado. Comaltimo
caso, se todas as faces tiverem um ponto em seus centadsleasea do tipo F f].

As operages de simetria completam @lala unifria primitiva a partir da unidade asirica,
que pode ser composta por uma ou maisaolas. A@s a aplicago dessas operdgs sobre um ob-
jeto, sua vizinhanga permanece invariante. Estas opesago classificadas em dois tiposbprias
e impprias. As operdies pbprias margém a quiralidade do objeto enquanto que as éppas
mudam a quiralidade4]. Um elemento de simetria pode ser um ponto, um plano ou up) em
torno dos quais a operag de simetri& realizada. Operaes de simetria possuem a seguinte forma

geral:

X = Rx+t={R|t}x (2.1)

onde a matriz R representa opdyag que ma@m pelo menos um ponto fixatea parte translacio-
nal.

A partir de combina@es entre os pametros de rede d&kula uniéria @, b, cea, 3, v,), chega-
se a sete sistemas cristalinos (tali2j. Bravais mostrou, em 1848, qéepossvel arranjar os
pontos de uma rede cristalina de 14 maneiras diferentesicando redes primitivas e redes com
centragens de forma compadl com a simetria dos sete sistemas cristalinos. Essabicages

fornecem as 14 redes de Bravais.

2.1.2 Grupos de ponto

A combina@o dos elementos de simetria levdorma@o de grupos de simetria. Considerando
todos os elementos de simetria e as p@ss combinages entre eles, 32 grupos de simetrid@eer
constrados M.

Existem restriQes quanto aos tipos de eixos de ratague podem ser combinados. Se dois eixos
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Sistema cristaling Paiémetros de rede
Culbico a=b=c a=p=v=90°
Hexagonal a=b#c|a=p0=90°y=120°
Trigonal a=b=c a=f=rvy+#90°
ou rombe@&drico
Tetragonal a=0b#c a=p=~v=090°
Ortorrombico | a # b # ¢ a=p=vy=90°
Monoclinico | a#b#c| a=vy=90% 5 # 90°
Triclinico a#b#c a# v # B #90°

Tabela 2.1: Os sete sistemas cristalinos e as résiem seus pametros de rede

Fonte: Elaborada pela autora.

de rota@o poprios se intersectam, segerado, e@do, um terceiro eixo @Prio, poisé necesdio
gue a quiralidade seja mantida. Se um eixo ibppio e um poprio se combinam, o eixo gerado
deved ser impoprio. Dessa forma, verifica-se quaae possvel combinar tés eixos de rotap
improprios. Essas combinaes devem obedecer aos seguintes axiomas da teoria de fBlipos

1. A multiplicagao de dois elementos do grup@ssociativa.

2. Deve existir o elemento identidade no grupo.

3. O produto de dois elementos do grupo deve seréamim elemento do grupo.

4. Para cada elemento do grupo, deve haver um inverso, qbérapertence ao grupo.

Esses 32 grupos de simetr&nsos Grupos de Ponto, pois os elementos de simetria de eguta gr
tém, pelo menos, um ponto em comum eysaperem aplicados, mé&nmh pelo menos um ponto do
objeto fixo f]. Na tabela2.2, esto listados os grupos de ponto para cada um dos sete sistemas
cristalinos.

Desses 32 grupos, 1as centrossimgtricos e 21 3o rio-centrossimtricos. Dentre os 21 grupos
de ponto Ao centrossir@tricos, onze&o enantiomorfos e 1@e rio-enantiomorfos. Os onze grupos

de ponto centrossiatricos §io conhecidos como Grupos de Laue.
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Sistema cristaling  Centrossirgtrico Nao-centrossi@trico | Nao-centrossitetrico
Nao-enantiomorfo Enantiomorfo
Triclinico 1 — 1
Monoclinico 2/m 2=m 2
Ortorrombico 2/m 2/m 2/m (mmm) mm2 222
Tetragonal 4/m 2/m 2/m (4/mmm 4mm ,4m2 422
4/m 4 4
Trigonal 32/m (3m) 3m 32=322
3 — 3
Hexagonal 6/m 2/m 2/m (6/mmm 6mm,62m 622
6/m 6=3/m 6
Cibico 2/m 3 (m3) — 23 =332
4/m3 2/m (m3m) 43m 432

Tabela 2.2: Os 32 grupos grupos de ponto distdbs entre os sete sistemas cristalinos

Fonte: Elaborada pela autora.

2.1.3 Grupos de espaco

Agrupando-se as 32 simetrias de ponto dos sete sistemadiicos condizentes com as 14 redes
de Bravais teremos 73 grupos de simetria pass. Levando-se em considedacas operdies de
simetria translacionais (0s eixos e planos de deslizajesti@&m-se mais 157 grupos, totalizando
230 grupos de simetria, conhecidos como grupos de espag@siio tabulados detalhadamente na
Tabela Internacional de Cristalografia, volume6\ [Os grupos espaciais foram derivados no fim
do fculo XIX, pelos mateiicos Fedorov e Schoenflies.

Uma vez que tenham sido determinados o sistema cristalirgygo de pontog possvel deter-
minar qual parte dos dadésinica, ou seja, queio possui equivalentes por simetiafundamental
obter essa inform&@p no ifcio da coleta de dados, pdsnecesario coletar somente a part@ica
dos dados, visto que o restantegsgerado pelas oper@gs de simetria do grupo. Nos difbatetros
com detectores pontuais, como 0 CAD-4, essa infoBmagvalio§ssima pois as coletad® muito
longas, e uma escolha errada de grupo de ponto pode signéidas semanas a mais de tempo de
coleta.

A nomenclatura do grupo de espagdeita de acordo com a noteg de Hermann-Mauguin e
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consiste na letra indicando o tipo de centragem da rededsegelos Bnbolos que indicam os
elementos de simetria. Os eixos de simetd@ia garalelos aos eixos cristalinos correspondentes e 0s
planos de espelho ou de deslizamer&o perpendiculares aos mesmos. Por exemplo, no grupo de
espaco Pdc, o grupo de espaco no qual a maioria dos compost@nimas cristalizaq], a rede

e do tipo primitiva e os elementos de simetria preserdiesusn eixo de rototranslag 2 paralelo

ao eixob, que por conver#ip € o eixolnico desse grupo de espaco, e um plano de deslizamento
ao longo dec, queé perpendicular ao eixo. Para se obter o grupo de ponto de um dado grupo de
espaco, retira-se drmbolo referenté centragem da rede, e substitui todos os elementos deigimetr
com componente translacional pelos seus equivalentesraasta@o. No caso do grupo P2 o

grupo de ponto referente $e2/m [6].

Determinacao do grupo de espaco

A intensidade de uma reflag pode ser extinta devid interfeéncia das ondas espalhadas
por atomos em pos@es relacionadas por opetas de simetria translacionais. Inforrdag sobre
0 grupo espacial podem ser obtidas pelaliae das extin@es sisteraticas (reflekes que possuem
zero de intensidade) de algumas faas de refle®es. Eixos de roto-translag ocasionam extitbgs
em reflexbes ao longo da linha axial a qual o ei@paralelo e os planos de deslizamento provo-
cam extin@es em refle@es no plano paralelo ao elemento de simetria, cortandgyarorda rede
redproca. Na Tabel2.3 esto relacionados os elementos de simetria translacionaegtia®es

sistenaticas que eles provocars |

2.1.4 Rede Reiproca

Um recursoltil para associar as orienfags dos planos cristalinos e as respectivasaisas
interplanareg& conhecido como Rede Rpooca, um conceito que foi introduzido por Paul P. Ewald,

em 1921 8]. No espaco raproco os eixos da cela uaiia §.0 definidos como vetores, b* ec* e
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Fanilia de reflexbes| Elementos de simetria translacionaCondigdes de extingo
Nenhuma P-rede primitiva Nenhuma
hkl A-rede centrada E+1l=2n+1
hkl B-rede centrada h+l=2n+1
hkl C-rede centrada h+k=2n+1
k+l=2n+1
hkl F-rede centrada h+l=2n+1
h+k=2n+1
hkl I-corpo centrado h+k+1l=2n+1
b-planos de deslizamenfio(100) k=2n+1
Okl c-planos de deslizamen(a(100) l=2n+1
n-planos de deslizamen(io(100) E+l=2n+1
d-planos de deslizamen{a(100) E+l=4n+1
a-planos de deslizamentq010) h=2n+1
hOl c-planos de deslizamenfa010) l=2n+1
n-planos de deslizamenfo(010) h+l=2n+1
d-planos de deslizamen(a010) h+1l=4n+1
a-planos de deslizamentq001) h=2n+1
hkO b-planos de deslizamenfio(001) k=2n+1
n-planos de deslizamen(o(001) h+k=2n+1
d-planos de deslizamen(a001) h+k=4n+1
h0O 2;-eixo helicoidal ao longo da h=2n+1
0kO 2;-eixo helicoidal ao longo db k=2n+1
00l 21, 45-eixo helicoidal ao longo de l=2n+1

Tabela 2.3: Extinges sisteraticas geradas por elementos de simetria

Fonte: Elaborada pela autora.

obedecem as seguintes rélas:

a*_b><c
Y
cxa
b* =
v
axb
c = 2.2
. (2.2)

A cada fanilia de planos &o associadosimeros inteirosi; k, [), osindices de Miller, que&o
indices utilizados para identificar uma fdian de planos cristalinos atras de um ponto da Rede
Redproca. Os tsindices inteirog:, k& e[ correspondem ao inverso da p@idracior@ria em que

o plano cristalino corta os eixos da cela ané convencional, conforme ilustrado na fig@ra
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\b b’h

o~ 2

aih

/c,hs

Figura 2.2: Plano interceptando os eixos da celéadaiemh,k el, sendoh,k,l osindices de Miller

Fonte: Elaborada pela autora.

2.1.5 Leide Bragg

A fim de explicar o espalhamento de raios X por cristais emcdée bem definidas, W. L.
Bragg e W. H. Bragg deduziram, em 1912, uma egodazendo analogia da difi@dg com reflekes
por fanilias de planos paralelos, formados pelos pontos doulet cristalino. Feixes de raios X
incidem sobre uma failia de planos paralelos do cristal e sofrem rdilexde maneira semelhante a
do espelho plano, portanto amgulo de inci@ncia e o de reflé&o medidos em rel@p ao plano&o
iguais. Maximos de intensidade $&r observados quando ocorrer integfegia construtiva, ou seja,
as ondas espalhadas por planos consecutivos estiverensei] fa

Como se pode ver na figuga3, considerando que a sepaiagntre planos sucessivdsgual a

d, verifica-se que a diferenca de caminho entre os raios ABCFe 845
GE + EH = 2dsinf (2.3)

Se a radia@o espalhada estiver em fase, a diferenca de caminho srfgixes deve ser umiitiplo

inteiro do comprimento de onda. Assim, para uma intérfeia construtiva tem-se:
2dsinf = nA (2.4)

onde\ & comprimento de onda dos raios X% @ um rumero inteiro. A equaio acimaé conhecida

como lei de Bragg.
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Figura 2.3: Geometria da interprefacde Bragg para a difrag de raios X para planos cristalinos
paralelos

Fonte: Elaborada pela autora.

2.1.6 Equa@es de Laue

As equades de Laue exprimem a conda@para que as ondas refletidas por difereatesios
no cristal estejam em fase e originem uraximo de interfegncia construtiva. Seja uma linha de
atomos com espacamerapum feixe incidente de raios X dado pelo veSre um feixe espalhado
dado pelo vetoS. A difracao ocorred quando a diferenca de caminho entre os feixes difratamtos p

dois pontos diferentes da rede for igual a uiitlipo inteiro do comprimento de onda, ou seja:

a-S—a-§=a-(S—-S)=hA (2.5)

Para representar a rede cristalinag sieceswios tés vetores, b e c. Dessa forma, a difr&p
ocorrea somente nas dirées que satisfacam o sistema dstequages que o definidas como as

trés equages de Laue2.6.
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a-(S—S) =nhA
b-(S—S) = kA
c-(S—S) =IA (2.6)

Com base no sistema de eqeg2.6, define-se um vetor que descreve a diferenca de caminhe entr

Se-2a’
ﬁ "
— .,-I
So 5"
e— —
Se-a’

Figura 2.4: Representag do vetor diferenca entre os feixes incidente e difratado

Fonte: Elaborada pela autora.

o feixe incidente e o feixe difratado, relacionando essas@gsa rede reiproca, que sé&rdado
por:

IH| = ha" + kb* + Ic* (2.7)

sendo h, k e | inteiros.
2.1.7 Propriedades e produgo dos raios X

A estrutura cristalina da matia @ analisada principalmente com base na intvagde raios

X com a maéria por meio do febmeno da difrago de raios X. Este f@meno ocorre quando

uma determinada onda atravessa umiadfde espagcamento com a mesma ordem de grandeza do

comprimento de onda da radéxincidente. Essaa ra2o pela qual se utiliza raios X para esse fim,

pois o comprimento de onda destes encontra-se na faixaetesse da cristalografia estrutural, 0,5

a 3,0A, ointervalo que engloba todos os comprimentos de #igantreatomos.
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A radiag@o utilizada para experimentos de diftage raios X por cristais pode ser produzida em
um tubo de raios X pela coh® de ektrons com um alvo malico. O tubo de raios X, representado
na figura2.7, consiste de umatodo, que um filamento aquecido de tungsio onde os éltrons &0
emitidos e aceleradoséatolidirem com um alvo matico (usualmente feito de Cobre, Moliaio,
Prata ou Cromo). Esse efeito da eraissle ebtronsé dito emis@o termonica. No interior desse
tubo é feito vacuo para reduzir ao @imo a dissipa@o de energia via coli®s dos d@trons com
moléculas do ar. A radi&p liberada pelo alvo consiste de uma mistura de um espewifmeo e
de diferentes linhas intensas de comprimentos de onda biamdde que dependem do material do
alvo meélico. A intensidade dessas linhassproporcionaa corrente do tubo&ten&o. O espectro
caracteistico de interesse sepbtido quando os &lrons incidentes tiverem energia suficiente para
excitar um ektron da camada K ditomo do alvo. Um éltron da camada Larocupar essa vaancia
e, entio, um Bton de raios X sé&remitido como conse@uncia da trans#p eletdnica para um estado
de mais baixa energia. Esse processa extresentado na figueeb. A energia da radidp emitida
se@ caractdstica do material do alvo, visto que ds®is de energia para cadtomo §0 espeificos,

logo o comprimento de onda da raddacemitida sexr uma caractéstica doatomo que constitiu o

alvo.
2 filamento de :
: VACTO vidro
raios X ' tungsténio
\ T ¥
. AU £ Sm— " e, )
= g W
; . B elétrons Py
dgua fria / "
| e il
4 =
— %—_:;:____g s E | circuito elétrico
metal (———— L g
alvo ——F - '\1_‘:\
e — — Y S ae—" —
LAk}
janela de berilio raios X

Figura 2.5: Representag esquerdtica de um tubo de raios X

Fonte: Adptada de "Elements of X-Ray Diffraction, B. D. Cullity

O comprimento de onda dos raios X emitidos depemdaEm do material do alvo, das camadas
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Eletron delletido

Emissao de
ralos X
T
.
. f.‘m -
¥ T @
f et { ]
e @ o
e * o
Elétron ; . ¥
arrancado da * Tr*_ansu;.audu
camada K ~—ruas glétron da

camada L para K,
emitindo raios X

Figura 2.6: Transi@es eletdnicas no processo de producde raios X

Fonte: Adaptada de "Elements of X-Ray Diffraction, B. D. Cyllit

entre as quais o &fron ia transicionar. Transigs da camada L para a camada Kadaorigemas
linhas caractésticasK a; e K «a; e transifes da camada M para a camada Kadasrigemas linhas
caracteisticask’ 3, que §ilo menos intensas, por isso seleciona-Eeva A radia@o de frenagem ou
bremsstrahlungonsiste de uma mistura de comprimentos de orelpreduzida pela desaceledac

dos ektrons conforme &o atravessando o material do alvo.

2.1.8 Espalhamento por uma densidade eldinica

A informacgdo obtida por meio dos raios X espalha@oa distribui@o eletbnica pois 8o as
cargas que os espalham. O espalhamento détomoé o somairio sobre toda a distribugo
espacial de éltrons abmicos (nuvem eledmica). Assim, pode-se escrever a expaiegsara o fator

de espalhamento@mnico f como a integral:

f(H) = /V p(r)i M dy (2.8)

O espalhamento total dalcla unifria & escrito como o somatio sobre as contribuges de
todos osatomos dentro daétula uniiria. Esta grandezadefinida como Fator de Estrutura cgie

uma fun@o da distribuigo da densidade elétrica na €lula uniéria, dado por:
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N
F(hk’l) _ ij€2ﬂ'i(h$j+kyj+lzlj) _ |F<hkl)|6ia(hkl) (2.9)

j=1
ondef; € o fator de espalhamentdatico para gj-ésimoatomo na cela urétria, com coordenadas

x;, yj, zj. Os inteiros (hkl) &o osindices de Miller para a reflé&o ocorrendo em uma dada diéeg
O fator de estrutura um ruimero complexo com uma amplitude e uma fase.

A estrutura cristalina e seu padr de difraéo 0 relacionados entre si por uma Transformada
de Fourier 8]. Portanto, o pado de difraéoé a transformada de Fourier da densidade Giéta

da estrutura. A equag?2.11descreve a densidade edstica.

N
F(hl{?l) _ Z fj€27ri(hzj+kyj+lzj) (210)
j=1
1 .
plzy?) = - > |F(hkl)|e2mithethutt) (2.11)

hkl
A equa@o2.10¢é utilizada para calcular o paur de difraéo esperado para a estrutura modelo e,

engo, ser usado durante o refinamento da estrutura cristaimparando com o pado de difragéo
observado. Esses valores encontra@osos Fatores de Estrutura CalculadQs$hkl). Essa equap
descreve, matematicamente, a amplitude observada quamdme X &o difratados por um cristal.
Analisando a equd@p 2.11verifica-se qu& posével encontrar 0s @ximos dep(zyz) por meio
de uma varredura sobre todos os valores medidds He [ e fazendo pequenos incrementos nos
valores der, y e z mapeando, assim, todo o espaco dhla unifria. O resultado final serum
mapa de densidade el@bica no qual os Bximos correspond@o as posifes abmicas. Esse pro-
cedimentc conhecido comoiStese de Fourie®]. O principal problema na resol@g de estruturas
cristalogaficas,e que os dados dispmeis para a aalise §i0 somente as intensidades do espectro
da difrag@o de raios X pelo cristal e, destes valores, obtemos apenaddulos dos Fatores de
Estrutura. Iss@ um fator limitante para a resoug de estruturas porque impossibilitadatilo da
funcdo de densidade elétrica por meio da iBtese de Fourier com a @ria das fases, quém

sao diretamentes medidas durante o experimento. Esse prableonhecido como o Problema das
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Fases na Cristalografia. Um dog&todos mais utilizados para se resolver esse problameasscha-
mados Metodos Diretos que, devidbrobustez, em termos computacionais, eaefa, € o nmetodo

correntemente utilizado para sofucde estruturas de pequenasécalas.

2.2 Determinag@o e refinamento de estruturas cristalogaficas

Esta sego trataa de dpicos relacionados aoétodo de determin@g de estruturas que foi utilizado
neste trabalho, os &todos Diretos, e ao refinamento dos dados obtidos apradentami@m, os

fatores residuais usados para verificar a qualidade dolsa@ssi obtidos.

2.2.1 Metodos Diretos

O termo Metodos Direto® usado para descrever a determamada estrutura molecular dire-

tamente a partir das intensidades da raibeadifratada sem nenhum conhecimenteviy das fases.
Ele parte da hiptese de que as faseamforam realmente perdidas no processo de medida, mas
esfo ocultas nas relaes entre intensidades medidas dos fatores de estrutura.

Os primeiros passos no desenvolvimento ddaddos Diretos foram dados por David Harker
e John Kasper em 1948, quando eles mostraram que existiagdaglde desigualdade entre os
fatores de estrutura e que tais rélag forneceriam inform@es a respeito das fases. Baseando-se nas
relagdes entre as amplitudes e as fases e nas desigualdadesotiedasypor Harker e Kasper, Karle
e Hauptman (1950) desenvolveram ta@ambrela@es probabikticas entre estas desigualdade3.|

Os Meétodos Diretos se baseam nasttgses de que a densidade éeitaé sempre positiva,
discreta e considera @omos como possuindo fatores de espalhamento similagesgoverificado
para a maioria dos compostos anjcos que apresentagtomos semelhantes em termos de seus
nimeros amicos.

O fator de espalhamentodemico tem deperg&hcia com a varigp desin /A conforme est
ilustrado na figur&2.7, mas o interesse encontrar as posies abmicas sem detalhes da distrildnc
da densidade eléinica. Dessa formaas definidos dois fatores de estrutura q@e tevam em

conta a forma datomo. 30 eles os fatores de estrutura arit e normalizado[0].
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0 02 04 06 08 10 12
(sin &)/A

Figura 2.7: Deperihcia do fator de espalhamentémico f comsin §/\. Representdp quantita-
tiva de f para algun&tomos ipicos em estruturas cristalinas

Fonte: Adaptada de "Elements of X-Ray Diffraction, B. D. Cyllit

Fatores de estrutura unitario e normalizado

Esses fatores de estrutura consideraratomos como pontuais e fazem com que o tratamento

estatstico seja mais simples. Seja:
hex+ky+lz=H-r (2.12)

O fator de estrutura dado na eqaa@.10pode ser reescrito como:

N
F(H) =Y fie*mitn (2.13)
j=1
Entho, o fator de estrutura uaito, cujo valor naximoé 1,€é definido como:
N
F(H .
UH) = ]5 ) _ Z n e H ) (2.14)
Zj:l fj j=1
onden; & o fator de espalhamento unib, dado por:
fi
nj = N (215)
Zj:l fj
Outra defini@o importante nesse mode#o fator de estrutura normalizadé(H ), dado por
F(H
E(H) (H) (2.16)

(e, F2)12
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ondee & um inteiro que representa a multiplicidade da simetriardp@espacial sobre as intensida-
des.

No modelo que utiliza os fatores de estrutura normalizadossidera-se o&tomos pontuais,
sem vibra@o €rmica, aém de 1@o levar em considerag o efeito doangulo de espalhamento.
Quando todos oatomos &o considerados @hticos, o fator de espalhamento anib se reduz a

1/N, ondeN & o rimero deatomos na cela urdtia.

Desigualdades de Harker-Kasper

No calculo das desigualdadeB]], duas importantes propriedades da densidadedeietr .0
levadas em considerag: a sua positividade e a simetriagggfa dosatomos. Com base nas desigual-
dades de Cauchy-Schwag& posével obter outras desigualdades utilizando os fatores tletesa
unitarios. Pela equ@p?2.14e assumindo que a estrut@aentrossiratrica, portanto todos o fatores
de estrutura sép reais, tem-se que:

N
UH) = Z nj cos 2m(hx; + ky; + 12;) (2.17)
j=1

gue pode ser reescrita como:
N
U(H) = /mjy/mj cos 2w (ha; + ky; + 1z;) (2.18)
j=1
A desigualdade de Cauchy-Schwardada por:
> asbil? <D a1 bl (2.19)
j j j

Identificandoa; = \/nj, b; = \/n; cos 2m(ha; + ky; + lz;) €Y a;b; = U(H), tem-se:

UMH)P? < Z n; Z n; cos® 2w (ha; + ky; + 12;) (2.20)

J J

Sabe-se qug_; n; = 1 ecos® = (1 + cos 26), enio:
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n;
2 < Z ? (1 + cos2m2(hx; + ky; + 12;))

1
§ ( Z n; + an cos 2m2(hx; + ky; + lzj))

“UMH?P < (1+U(2H)) (2.21)

[\D}—‘

Sendo a magnitude e o sinal d¢H) conhecidos, @nica indgnita sed a fase dé/(2H), que
se@ escolhida de modo a obedecer a desigualdade. Para quede faseH) fique definida sem
nenhuma dvida, a intensidadé (H) deve ter um valor elevado comparando-se com as demais
reflexdes. Como nesse tipo de abordagem lida-se com cristais s&intetricos, 0s sinais pos&is

sedo+1 para fase dé e —1 para fase de

Invariantes e seminvariantes de estrutura

Se a estrutura for centrosgtnica, a origeng definida no centro de invérs. Caso conério,
o elemento de simetria de mais alta ordertomado como origem. Para certos conjuntos de fa-
ses, quando a origem for transladada para pontos equiealpat simetria, as fases sofieruma
varia@o de um rltiplo inteiro de 2r, 0 queé uma mudanca trivial. Tais conjuntos de fatores de
estrutura 80 os semi-invariantes de estrutura. Todavia, existerosennjuntos de fases quam
mudam, independente da escolha da origem. Eateesinvariantes de estrutudl].

Como exemplo, consideremos o seguinte produto triplo:

F'(Hy) - F'(Hg) - F'(H3) =[F(H1) - F(Hy) - F(H3)]

x expifa(Hy) + a(Hy) + a(H3)] — 2mi[((Hy) + (H2) + (H3)) - 1]
(2.22)

Para que os dois lados dessa e@oagejam iguais,do importando para qual vetor, devemos
ter

Hi +Hz +Hs =0
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ou

H; +Hy = —H;3

Conclui-se, a partir dessa refay; que o conjunto de fasegH;) + a(Hs) + a(—H; — Hy)
nao depende da escolha de origem. Esse conjunto recebe o eomedante triplo de fase. Se
as refle@es envolvidas nesse produto pdsesm altos valores dg=(H)|, eno a probabilidade de
gue o sinal resultante do produto desse tripleto seja postigrande, para o caso de estruturas

centrossirgtricas. A relago que decorre dissoa) _,, dada por:

s(F(Hy)) - s(F(Hy)) - s(F(—=Hi —Hy)) = + (2.23)

ondes(F(H)) representa o sinal d&(H) e ~ significa provavelmente igual.

Outra rela@o de suma impdihciaé a brmula) ,, dada por:

p+(2H[H) = % + %tanh KQ 3/2) |[E(2H)|(|E(H)]* — 1) (2.24)

que diz a probabilidade de que(2H) seja positivo dadas as magnitudesidgd) e de E(2H).
Nessa equam,o, = Zj Z, ondeZ; & o rumero abmico do jésimoatomo PJ.
Equacao de Sayre

Em 1952, Sayre demonstrou que, para estruturas nas quaiznoss o diferissem muito em

numero abmico e tivessem podies bem definidas, a fuag de densidade elétrica,p(r ), apresenta

picos nas mesmas po8es que tal furgo ao quadrad®]. Dessa forma, seja:

Z F 7271'1 H-r)
enfio

1 _
() = oy D0 D F(H)F(Hy)e 2t (2.25)

Hi Ha

DefinindoH = H; + H,, pode-se reescrever a eqaa@.25como

Z > F(H = Hy)F(Hy)e >0 (2.26)

H1 H Hy
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que pode ser vista como um@re de Fourier com coeficientes
1
Gwnzvgymﬁwm—Hﬁ (2.27)

Além do mais(=(H) pode ser visto como um "Fator de Estrutura”. #@mtla mesma forma que

F(H) _ fZ€27ri(H-r)

podemos escrever
G(H) _ gze2m‘(H~r)
J

Dividindo as expresses anteriores uma pela outra, teremos

G(H) = 4F(H) = 3 3 F(HOF(H — Hy)

F(H) = - F(H;)F(H — Hy) (2.28)

H1

Essaé a equa@o de Sayre. S&'(H) tiver um valor alto, erdo a €rie tendet a um sinal bem

definido (+ ou -). Dessa forma:
s(F(H)) = s(F(H1)) - s(F(H — Hy)) (2.29)
Formula da tangente

E sabido gue o fator de estruti@am rumero complexo e pode ser escrito na formd)EA(H)+iB(H).

Portanto:
I(F(H))

tana(H) = RE(H))

Utilizando a equa&o de Sayre, podemos escrever:

I(22n, F(H)F(H —H)))

(>, F(Hy) — F(H—Hy)) (2.30)

tana(H) = 7

_ > on, (F(H)F(H —Hy))sin(a(H;) + a(H — Hy))
> o, (F(Hy) = F(HHy)) cos(a(H1) +a(H — Hy))

A equa@o2.31€é a chamadadfmula da tangente. Se os fatores de estrutura dasefiely e

tan o (H) (2.31)

H —H, tiverem valores altos, a soma de suas fases, assumindcaggetenham sido determinadas,



2.2.1 Metodos Diretos 22

fornece aproximadamente a fase da réite®, que agora pode ser utilizada na aproxiamage novas
fases. Conforme novas fas@ogleterminadas, todas as fases conhec@aparmutadas utilizando

a formula da tangente. Esse processepetido a que todas as fases tenham sido determindgs [

M étodo da adi@o simholica

Com a origem fixadeg possvel determinar algumas fases iniciais. Fases adicioraishedo
simbolos, + ou -, no caso centrosstrico e receb@o valores nuf@ricos, como por exemplo/4,
3w /4, etc, no caso &o-centrossif@trico. Com esse conjunto inicial de fagepossvel, utilizando
a formula da tangente, expandi-lo e obter conjuntos maiordas#e que send@o de base para o

calculo de mapas de densidade dlrica D).

Figuras de merito para as fases

Uma vez que tenha sido obtido um conjunto inicial de fasesceufiabilidades testada utili-
zando as figuras deérito, que mostram o quanto tal conjunto satisfadraniila da tangente ou a
equa@o de Sayre, por exemplo. Uma figura derito que testa a confiabilidade das fagesR,,,

dada por:

Sa(H) — (a(H)
Ho = =05 lalm)) (2:32)

onde(a(H)) & o valor nédio das fases. Portanfg, indica o quanto a fase(H) desvia do valor
esperado. Dessa forma, quanto menor o valoRgemelhor se& o conjunto de fases proposto.
Outra figura de rarito importante que verifica a concarttia entre a estrutura proposta e a estrutura

realé oindice residual? definido como:

o ZH Eobs - < Ecalc>
e = ZH < EobS>

ondeFE,, € o fator de estrutura normalizado observadd®,,;.) € a nédia dos fatores de estrutura

(2.33)

normalizados calculados. Para que o modelo seja satisfdt; deve apresentar um valorgximo

de zero #].
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2.2.2 Refinamento de estruturas cristalogaficas

Com as fases fixadas, pode ser calculado o mapa de densidadeiedeutilizando a equag
2.10 Como coeficientes, pode-se utilizat,|, | F...|, | Fx|, dentre outros, ondg,,s & o fator de
estrutura observadd,.,;. € o fator de estrutura calculadaig; € o fator de estrutura normalizado.
Os picos encontrados no mapa que utilizg| como coeficiente servem para definir coordenadas
iniciais para a estrutura, visto que nesé&glo osatomos 8o puntiformes e os picos & uma
forma mais bem definida. Um mapa de especial interegsque utiliza como coeficient¢s,,; —
F...|. Esseé o mapa Fourier diferenca e tem como finalidade encontréegda estrutura que
ainda riio foram determinadas, identificar erros na estrutura gtag uma vez que @$omos Ao-
hidrogerdides tenham sido encontrados, verificar se 0 mapa getadpassui picos remanescentes.
O calculo comF,,, fornece a densidade elétiica do cristal com a preée do experimentd].

Uma vez que todos comos @ao hidrogebides tenham sido encontrados o modelo proposto
deve ser refinado. O refinamer@oealizado com o objetivo de obter paretros @imicos mais pre-
cisos que os do modelo inicial, tais como posig abmicas e pametros de deslocamenérmico.

O objetivoé melhorar a concogshcia entre 0 modelo proposto e os dados coletados. No final do

refinamento, o mapa Fourier diferengordeve conter nenhum pico ou buraco significativos.

Refinamento pelo nétodo dos minimos quadrados

Os problemas que surgem na cristalografia &0 lineares, o que impede a s@ogireta dos
palmetros. Uma sol@pé fazer uso da expafs em gries de Taylor, visto que fubies como seno
e cosseno podem ser expandidas em termogriessde pdincias. Nesse @odo, um conjunto de
fatores de estrutui@calculado por meio de Transformada de Fourier a partir diefo@bmico [4].
As intensidades calculadadsenfio comparadas com as intensidades medidas. O melhor modelo

ira minimizar a fungo:

S = Zw(’FDQbsl - |F(:2alc|)2 (234)
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ondew & um fator de peso dado por:

1
YT SA(F2 ) 1 (aP)? 1 bP

obs

(2.35)

ondeP = (F?

obs

+2F2,.)/3, ae b §o paametros de ajuste.

Fatores residuais

A convergncia do refinamenté julgada por fatores residuais que devem ser minimizados a
cada ciclo. Esse fatoresiv mostrar o quanto o modelo concorda com os datigs |

Os fatores residuais utilizadodas

2 | 2 \271/2
wR2 = |:Zw<|§;o{)usj||F2J}|?cach :| (236)
Fobs| — |F
R = Z H §S|’F b” caICH (2.37)
e por fim,
2 2 \271/2
GOOf — |:Zw(Fobs Fcalc) :| (238)
n—p

onden & o rumero de refle@eslnicas por simetria g, 0 nimero de pametros refinados. O fator
residualGoof, goodness of fiindica a qualidade do ajuste e depende tanto da diferetigavalores
observados experimentalmente e calculados quantoldoenos de p@ametros e dados observados
e seu valor final devarser poximo de 1. Para um bom conjunto de dados, os fatores residuai

e R devem ser menores que 0,15 e 0,05 respectivamgfite [

2.3 Topicos de Cristalografia de difra@o de raios X por mono-
cristais em altas presses

A criagao daDiamond Anvil Cell(DAC), figura2.8 em 1958, foi decisiva para o desenvolvi-
mento das pesquisas em altas pess Essaamara foi desenvolvida ndational Bureau of Stan-

dards[22] e foi utilizada inicialmente para estudos micropicos e de infravermelho. Os primeiros
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estudos cristalo@ficos em altas pre8ss foram feitos em 1960 sendo que, inicialmente, foram es-
tudados materiais policristalinos dada a dificuldade eragndar cristais dduidos naDAC.

Com o desenvolvimento da junta rakta [13] e, em 1973, com a inveAQ@ da verao em mi-
niatura daDAC, do tipo Merrill-Bassett]4], varios avancos foram feitos em cristalografia de raios
X de monocristais. A junta malica foi projetada para ser colocada entre os dois diama&gerve
como um porta-amostras evitando a exlislos cristais. Um outro desenvolvimento que merece
destaqued o uso doiguido transmissor de préss Esseitjuidoé colocado, simultaneamente com
a amostra de interesse, ndfmio da junta méilica, tendo a furpo de manter a hidrostaticidade
do meio. Como a preés hidroshticaé um paametro termodiamico, os resultados obtidos sob
tais condi@es para um dado material podem ser comparados com valoreose O problema
que, afds um certo valor de pre&s, os fluidos se vitrificam produzindo uma sitéagia qual a
presfo deixa de ser homégea, o que pode levaranomalias nos resultados obtidos que podem
ser atribidos, erroneament& novos febmenos fsicos. Por essa ram & essencial conhecer o
limite de hidrostaticidade do meio transmissor de [@ess ser utilizado no experimento. A mis-
tura de metanol-etan@lgua na propo&p de 16:4:% bastante utilizada como meio transmissor de
pres§o e \arios estudos mostraram que a quasi-hidrostaticiéad®ntida & 14,4 GPa. Outro
meio transmissor utilizado em cond&s moderadas de pras® a mistura metanol-etanol (4:1)
(10,5 GPa) 15

As intera@es intermoleculares entre os constituintes de alde cristalino determinam o ar-
ranjo tridimensional da rede. Esse arranjo, por sua veesmetaa diversas propriedades desse
solido. Uma vez que a estrutura tridimensional varie, as nedpdes ikicas e gumicas seo al-
teradas. Uma forma de modificar o modo como aséeubs interagem entre 8ipor meio da
aplica@o de pres® e, utilizando as informées do arranjo tridimensional na nova codiger-
modirmica,é possvel obter novas propriedades. Padtidos de interesse farm@atico, a presso
representa um ponto fundamental em diversas etapas dachoodo medicamento. Por essadaz
e fundamental descrever o comportamento deémdh em queéb, pelo menos no intervalo de

pres§o e temperatura a ser utilizado no processo industrial. rés€ies geradas no processo de
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Figura 2.8: Primeira@mara de bigornas de diamante

Fonte: National Bureau of Standards

produg@o de comprimidos e&b no intervalo de 48 200 MPa masa® aplicadas durante um pedo
de tempo muito curto, geralmente menor que 1 segubglo [

Para a indstria farmaéutica, identificar osarios polimorfos de cadaéfmacoé essencial pois
a solubilidade pode variar bastante entre cada uma dassaradiodisponibilidadé dependente
da dissolugo da @psula no alvo desejado. Se um cristal poséwiog polimorfos,eé necesario
um esfor¢o para identificar e testar o maianrero positwel destes a fim de garantir a atividade te-
rapéutica e reduzir potenciais riscos. Durante muito tempayiago das condiges de cristalizap
foi ainica maneira de se obter polimorfos mas, cddA&, mais uma vaével termodi@mica se tor-
nou acedyel, possibilitando obter polimorfos por meio da vaéiagtamigém, da pres®. Vale frisar
gue raoé possvel garantir que foram encontrados todos os polimorfosnda dada subancia, in-
dependente da quantidade de cofidgisicas e gimicas as quais tal suldstcia foi submetidall7].
Dependendo de @ rapidamente ocorre a compi@sou descompreds ou, ainda, de quanto

tempo a amostra permanece em uma dadagwetiferentes polimorfos podem ser obtidos para um
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mesmo compostdl.

Sob aplicago de pres#o, € possvel ocorrer duas situ@es: reconstriip estrutural da rede
cristalina, levando a uma nova fase, ou uma digtorgoninua dentro dos limites de estabilidade
da mesma fase. Pelo pripo de Le Clatelieré possvel compreender o que ocorre no sistema
quando uma preés é aplicada: a mudanca no edhiio ocorre em favor do estado que ocupe
menor volume. A primeira resposta estrutuagbresao aplicadeé a redugo dos espagos vazios
entre as maculas. Em seguida, ocorre o encurtamento das ifitesagtermoleculares, como por
exemplo ligages de hidrognio, van der Walls, C-Hz, assim como mudancgas na confori@ag
molecular, caso haja flexibilidade conformaciorn8][ O empacotamento se torna mais denso e,
em pres8es muito elevadas, ocorre a desestabifinade ligades intramoleculares. 8in disso, a
compres8o é altamente anisdipica pois depende do empacotamento cristalino. O benpeno,

exemplo, se torna poliarico a uma preg® entre 24 a 30 GPa(.

2.3.1 Calibracgao da preséo utilizando fluores@ncia de rubi

Até 1971, aDAC nao havia sido totalmente aceita por muitos cientistas devithlta de um
método confavel, @pido e eficiente para a medida da paesso interior da @mara. Essa dificul-
dade foi devida, principalmente, ao tamanho reduzid@daaca, o que dificultava a medida direta da
pres§o. A€ enho, utilizava-se a r@o entre forca aplicadagea para se inferir a pré&gsna amos-
tra. Mas tal medida era muito imprecisa dada a dificuldade realizer como os componentes da
DAC se deformariam para uma dada forca aplicada. Oatraid¢a utilizada era a alise da equaip
de estado de um dado materidl{C, C'sCl, SiOs, etc.), obtida a partir do seu difratograma de
policristais ou, ainda, a mudanca nosgmaetros de rede desses compostos quando submatidos
pres§o. Essdiltima tecnica era um pouco mais precisa que a primeiragérmpaconsumia muito
tempo, o que tirava a confiabilidade da medi@aye muitos fatores poderiam alterar as cabekc
nas quais se assumia que a medida estava sendo reakdhdadgo, a utilizago daDAC ficou
restrita aos laboratios de geologia, pois o principal interesse era reprodltissimas presges a

fim de simular o ambiente no interior da Terra ou de algumaslast e &o obter um valor preciso
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para a press.

A solucao para este problema veio quando um grupo de cientistBlational Bureau of Stan-
dards em 1971, considerou realizar as medidas de fluéresa para verificar a depegntia da
pres§io para arios materiais, tais comal, O3 : Cr3* (Rubi) eY AlO;. Todos esse materiais mos-
traram que a fluoregaicia tinha deperi@hcia com a preé®, poém o rubi se mostrou como 0 mais
promissor devido ao fato de suas linhas principais de flagéresa serem intensas e bem definidas
alem de a deper@hcia ter se mostrado lineaéaterca de 20 GPa, figuga9. A presfo e tempe-
ratura ambiente, a linh&; do dubleto de fluoreg@ncia do rubi apresenta um comprimento de onda
de cerca de 694,2 nm. Piermargtial. (1975) compararam o espectro de dikagdo NaCl e o
deslocamento da po$ig do pico de fluoreg@ncia R1 do rubi em furdp da pres#o e estabeleceram

uma escala de pre@s baseada no espectro de fluoéesia do rubi, dada pela eq@a;

P (Gpa) = 0.274 (A — \o) (2.39)

onde\ & o comprimento de onda da lintka do espectro de fluoresncia do ruba presgéo P e
Ao 0 valor equivalent@ presao ambienteZ3].

Logo, a equa®o 2.39fornece uma relé@p quantitativa entre a préssaplicada e a variag no
comprimento de onda da enméigsda linha R.

Além de possibilitar a medida da prasso interior daDAC, a fluoreséncia de rubi fornece
tamkem informa@es a respeito da hidrostaticidade do meio, pois a largusgbms do dubleto
aumenta quando o rubisubmetida condi@es de Ao hidrostaticidade. Esse estudo de Piermarini
et al. (1975) mostrou que uma quantidade muito pequena de rubitewanda @mara, cerca de
1 por cento do contalo, f seria suficiente para realizar a medida da piesé partir de er#o, a
tecnica de fluoregmcia utilizando cristais de rubi comecou a ser largametilizada em diversos

tipos de experimentos em altas piiEss
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Dependéncia da fluorescéncia do rubi com a pressao

60
R1
50 -
b= P=0 curve P=10 GPa
@ 40
k.
L 30 T
o
.E 2U -
7
E 10 -

{] T T T T T T T Y r 1

690 691 692 693 694 695 696 697 695 699 700 Tl 702
Posigdo do pico (nm)

Figura 2.9: Evolugo do dubleto de fluoregncia do rubi com a preds

2.3.2 Analise dos efeitos de pre§es hidrosaticas em monocristais utilizando
tensores de Strain
De maneira geral, a rede cristalina apresenta um comparntana@isotopico quando sub-
metidaa altas presses. A a@lise desse comportamento nos fornece infofimag respeito de
mudancas estruturais do arranjo supramolecular. A phartobservae@o da variago dos paametros
de rede com o0 aumento da pr&sse do empacotamento em p@sambientee possével inferir
poss$veis rearranjos supramoleculares.

Uma maneira de realizar essaaliee € por meio de tensores ddrain, que §0 tensores de
segunda ordem, que descrevem as mudancas relativas ngdepode pontos em um corpo sob
deforma@o. Realizar essa alise significa determinar a orientag;e a magnitude dstrain, alem
de identificar algum pos&l pad&o na sua vari@p caracterizando, assim, as mudanc¢as no volume
e na forma do corpo em quést Sob preg®o hidroshtica, um certo elemento de volume&rgfo de
raio unifario no cristal se deformarem um elipéide, chamado de elip&le destrain. Os valores dos

eixos principais desse elipisle e suas orientées com relago aos eixos cristalogficos fornecero
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informagdes sobre posgeis modificages nas interdigs intermoleculare24].
As componentes do tensor deain sao relacionadas ao vetor deslocamemt@ue conecta a

posi@o de um ponte; antes da deform@g a sua posigo as a deformago, ou seja, as compo-

nentes do tensor de straif) sao definidas como:

aui
= 2.4
€ij amj ) ( O)

ondeu; = uy, Uy, u, €T, = ,Y, 2.

Na forma matricial, o tensor dsrain & escrito como:

€11 €12 €13
€= | €21 €22 €23
€31 €32 €33
O tensor destrain & sinmétrico, ou seja:

1 8uz an
U e’ 2.41
= 2<axj+axi) (2:41)
Os elementos da diagonal principal descrevem di&s nfinitesimais relacionadasnudancas

no volume, seja compreds ou expariso, enquanto que os elementos fora da diagonal principal,

chamados dshear strain descrevem distofes devidag mudancas nadngulos entre os vetores

da base.



Capitulo 3

Objetivos

Este trabalho visa desenvolver as ferramentasicas para a difréap de raios X em altas
pres®es utilizando aDAC, incluindo todo o aparato de prepafacda @mara de alta preds e
adaptago do difrabmetro APEX Il DUO da Bruker para esse tipo de coleta de dadés) de
compreender as etapas de tratamento dos dadosliseada estrutura cristald@fica de &rmacos
e precursores deafmacos submetidos condifes extremas de pré&gs Objetiva-se verificar a
ocoréncia de transiies de fase cristalina para esses compostos realizandegsgas em diversas
presdes, estabelecendo as coridis nhas quais as tran8es ocorrem. Essa informegé valiosa
para a indistria farmaéutica pois, durante a moagem ou durante o preparo de cordpsinpor
exemplo, podem ocorrer aumentos localizados de @odassluzindo transipes de fase, gerando um
composto indesejado.

Paralelamentas medidas em altas préss, objetiva-se tan@m realizar a aalise cristalogafica

de compostos ieditos, candidatoa farmacos, em condigs ambientes de présse temperatura.
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Capitulo 4

Metodologia

A determina@o de estruturas moleculares por meio de difoage raios X por monocristaés
uma etapa importante no desenvolvimento de novos matddaaisiais diversas categorias, especial-
mente irmacosE nessa etapa que a estrutura tridimensiérigterminada de maneira inéepca.
Sob abtica da imporncia dessétnica, faz-se necemso frisar a necessidade de fazer uma escolha
sensata de amostras a serem utilizadas no experimentensanato para a qualidade dos monocris-
tais a fim de obter o A&ximo de qualidade pos®l nos dados obtidos. Amostras ruins e esfyats
de coleta mal estabelecidas forn&merobviamente, dados de qualidade baixa. Nesse caso, mesmo
o melhorsoftwarede processament@an sea capaz de integrar esses dados adequadamente.

Esta sego trataa de bpicos relacionados ao processo de cristafinagselego de amostras para

o0 experimento de difré&p de raios X por monocristaig,coleta e processamento de dados obtidos,

bem como as etapas de prepa@para coletas em altas préss.

4.1 Crescimento de cristais

A qualidade dos monocristagsa parte crucial no sucesso do experimento de difrae raios
X. Um cuidado especial deve ser tomado nessa etapa de modandiiga obtengo de monocristais
adequados.
Cristais que crescem muito rapidamente tem grandes chaea@sesentarem defeitos na rede.
Assim, para o ratodo escolhido de cristalizag, deve-se levar em conta esse detalhe promovendo

um processo mais lento de cristaliaac
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A técnica de cristalizép mais comungé a &cnica de evaporag lenta do solvente. Para sua
execu@o prepara-se uma sola muito poxima da supersaturag de tal forma que, uma vez inici-
ada a evaporap, esse estado saturadoasaicancado e a cristaliZag tea condi@es de iniciarE
importante garantir queao restaram pddulas em suspeés na solugo pois as m@culas podem
se ligar a esses fragmentos formando um material amorfo.

Durante a preparap das amostras para a coleta de daonscesario avaliar se a integridade
da amostr& mantida aps a mesma ser retirada da s@ag Muitas amostrasae sens/eis ao ar
e se degradam rapidamente quandae$bra da solugo. Em outras situées, moéculas do sol-
vente utilizado na cristalizap fazem parte da rede cristalina. Em temperatura ambiegota ela
solu@o, essas metulas evaporao, especialmente se o solvente utilizado for muit@tolcomo
por exemplo hexano e clor@imio), deixando vancias na rede fazendo com que o cristal se torne
inadequado para o experimento. Nesses casos 0 monoovisgasad perdendo sua monocristalini-
dade se tornando policristal oleanesmo um material amorf@9).

Nesses casos, deve-se céldas imediatamente edleo mineral, de modo a criar um filme
protetor, ou ainda subnéetasa baixa temperatura imediatamente, reduzindo agimo o tempo
de contato com o ar ou com a temperatura ambiente.

Os monocristais utilizados neste trabalho foram obtidées genica de evaporag lenta do sol-
vente. Os solventes utilizados nos diversos ensaios adakizforam: metanol, etanol, isopropanol,
diclorometano, DMSO e clorofmio.

Na figura4.1ltem-se a representag esquerdtica do processo de evapdiadenta e na figura

4.2uma foto de algumas cristalizaes feitas no laboratio.

4.2 Coleta e processamento de dados

A coleta de dados de difrag de raios X foi realizada no Labodaib de Cristalografia da
Universidade Federal de G utilizando o difr@imetro APEX 1l DUO da Bruker, qué um di-
fratbmetro de quatroicculos de geometria KAPPA, cujo esquemaadhistrada na figurd.3. A

radia@o difratade coletada em um detector CCD.
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‘ Nivel final
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Figura 4.1: Representag esquerdtica do nétodo de evaporag lenta

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4.2: Aparatos para exe@acdo nétodo de evaporag lenta

Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados foram coletad@stemperatura ambiente (293 K) utilizando rad@agle molibé&nio
(Mo-Ka = 0.71073?1), 0 processo de integrag de dados foi realizado com o pacote de programas
SAINT da Bruker p6], as corre@es por absoép foram feitas com o SADABSYJ] e as estruturas

dos compostos em préss ambiente foram resolvidas e refinadas usando o pacoteogepras

WINGX [28].
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Figura 4.3: Geometria KAPPA do gamnentro do difratmetro APEX 11 DUO

Fonte: Manual KAPPA Series || Goniometer - Bruker.

4.3 Apresenta@o da @mara de bigornas de diamante DAC)

A ferramenta comumente utilizada para estudar propriedddedlidos e Iquidos em altas
pres®esé a @mara de bigornas de diamanRAC). Neste projeto utilizamos um2AC do tipo
Merrill-Basset, figurad.4. Neste equipamento, a amosé&aolocada entre as duas extremidades
lapidadas do diamante e submetidalta presBo quando esses dois diamanf&s solocados juntos.

A DAC é um dispositivo simples, pequeno e capaz de gerar as messpaisSes hidrositicas
(~ 100 GPa) alcancadas em laborad [29]. A DAC consiste de dois diamantes com peso de
1/8 a 1/3 carats (1 carat = 0,2 g), com suas extremidadesaggbaralelas e posicionadas opostas
entre si. Originalmente, os diamantes eram montados emsdifcbeitio, visto que esse material
praticamente transparente aos raiog:%.(= 0, 0048mm 1), mas os feixes que passam pelos discos

de beflio aumentam o rido no padao de difrago, produzindo a&is de difrad@o caractésticos
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Figura 4.4: Gmara de bigornas de diamante do tipo Merrill-Bassett atlizneste trabalho

Fonte: Elaborada pela autora.

de policristais, @&m de o bédtio ser um material altamentéxico. Atualmente, os diamante&cs
montados em discos de tun@sio ou de aco. Pém esses materiaia@opacos aos raios X. Logo, ao
invés de contaminar o p&ly de difrago, como ocorria no caso dos discos délleeles bloqueiam
grande parte do espaco hgmco. Uma alternativa foi produzir @mara com unangulo de abertura
maior.

O diamantee utilizado para a constrag daDAC devidoa sua dureza, resgiciaa abrado,
baixo coeficiente de abs@g linear para raios Xi(jizmanie = 0,202mm=") e boa transpé@ncia
para o ultravioleta, infravermelho e luz wsl, permitindo a visualiza&p da amostra, o que facilita o
processo de centragem no momento de adiosiie dados, am de permitir a realizép de diversas
medidas espectrogpicas. As faces planas dos diamantes tem wameiro de cerca de 0,6 mm.

Esse dimetro pode ser feito menor caso haja a necessidade de setauaieda mais a pre&s.
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O prindpio basico de funcionamento d2AC € simples e eatrepresentado na figudab. Uma
grande forca aplicada em uma pequeai@a, 0 que gera a alta prassPor essa rap,é necesdria
uma quantidade muito pequena de amostra, da ordem de naioragy para se realizar a medida.
Essa forcaé fornecida por meio deés pequenos parafusos que unem os dois discosioost

permitindo tambm o alinhamento dos diamantes.

AMOSTRA + !!!/ \!!!

MEIO DIAMANTE
TRANSMISSOR
DE PRESSAO

< DIAMANTE

<« SUPORTEDO

T

ACESS0 OPTICO

Figura 4.5: Representag esquerdtica da @mara de bigornas de diamante

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.1 Produgo da junta metalica

A junta metlica foi utilizada pela primeira vez f2AC por Van Valkenburg (1962)18]. A
junta meélica, usualmente feita de aco ino&iekl, & posicionada entre os dois diamantes formando
uma cavidade dihdrica na qual a amost®@ colocada juntamente com mliido transmissor de
pres§o. Alem de servir de conte@Q para a amostra, a junta taeni fornece sustentag lateral
para os diamantes, evitando téas que poderiam levarruptura dos mesmog possvel produzir
orificios que variam de 20m a 500um. Geralmente, o ofifio tem cerca de metade d@dietro da
face plana do diamante. O eletrodo submetidita voltageng posicionado sobre a junta rakta

gue fica imersa em uniquido diektrico.
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Inicialmente se prepara a junta a partir de uaiha medlica quadrada de aco ino&del
de cerca de 1 cm de aresta, fazendo a indé@otaptre os dois diamantes. Bot um orifcio de
diametro conveniente para a medida400um) & feito no centro da indentag. O orifcio é feito
por meio de eletroer@® utilizando a raquina de eletroeras Betsa MH2®park Eroder Machine
(figura4.6) [30]. Esse equipamento permite que sejam feitodawoi$ com alta precéo e de @rios
diametros dependendo do tamanho do eletrodo de &mgattilizado.

O eletrodo deve ter a ponta plana para uma boa pe#araDurante a perfurag, o eletrodo
€ mantido fixo e a mesa na qual a junta atiet esh apoiada se move verticalmente e lentamente
por um processo controlado manualmente na doelp eletrodo. & produzidas &ias pequenas
faiscas entre o eletrodo e a junta. Cadadaé uma pequena exp@s que retira uma certa quan-
tidade de material, tanto da junta quanto do eletrodo. Orgleninanual do movimento da mesa
feito de duas maneiras:

- Por observa@o com o microsapio de observap: a perfurago esh finalizada quandoao ra
mais fadscas quando se move a mesa para cima.

- Por observago dos leds vermelho e verde no painel frontal éguina. A perfurago esa ativa
guando ambos os leds astacesos. Quando somente o led verde estiver aeesTessio mover
a mesa para cimaé@tue o led vermelho se acenda. Quando somente o led vernséifer aceso,
faz-se 0 movimento da mesa para baixo (a juntativet esh tocando o eletrodo) A perfurag esh
finalizada quando somente o led verde fica aceso ao mover goaw@seima, indicando quein ha
corrente no eletrodo.

Durante o processo de perfuéaco eletrodo tamém & erodido. Er#o & sempre necedso
mover a mesa um poucoéah da espessura da junta aleta para se ter certeza de que o furo foi
finalizado. Ao final do processo, a ponta do eletrodo astad mais plana. Quando isso ocoreer
poss$vel planifica-la novamente com uma lixa para metal. O processo deveigecen bastante
cuidado para&o quebrar o eletrodo.

No manual do equipamento foi sugerido utiliZdeo mineral comoituido diektrico, mas os

seguintes problemas surgiram: o tempo de perfgdoi muito longo, a rem@p de paitulas
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de metal f erodidas do furod@o estava ocorrendo, o que atrapalhava o processo de gadiea

ao final do processo, oleo deixava uma quantidade muito grande dédtess no tanque onde a
junta meélica era posicionada, figura7, dificultando a limpeza do mesmo. Foi sugerido tamb

no manual utilizar querosene, todavia o vapor gerado deiramtrocesso era bastante dnwdo,
mesmo utilizando equipamentos de pra@i®ge pequenas chamas se formavam nas proximidades do
eletrodo. Assim, afs consultas bibliogficas, foi decidido utilizar propanol comigiido diektrico

[31]. Todos os problemas anteriormente citados foram resmdvid

Figura 4.6: Maquina de eletroeras Betsa MH20 utilizada na fabricag da junta metlica

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 Constru@o de eletrodos de tung€nio para maquina de eletroero§o

Os eletrodos foram feitos utilizando os seguintes materiali
- Magquina de frisardrimping too) fornecida pela Betsa, figura8.

- Capilar de aco inoxiavel igido de 50 mm de comprimento (1.6 mm O.D., 0.5 mm |.D.) cujo
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Figura 4.7: Tanque no qualposicionada a junta n#éica - Maquina de eletroeras Betsa MH20

Fonte: Elaborada pela autora.

esquema e foto b mostrados na figusa9.
- Fio de tungsnio (comprimento: 10 mm, @inetro: 40@m).

- Limatao triangular.



4.3.2 Constru@o de eletrodos de tung&nio para maquina de eletroeroo 41

- Lixa para metal (BlueMetal - BOSCH - P320).

Figura 4.8: Crimping tool - Equipamento para figagdo fio de tungénio ao capilar

Fonte: Elaborada pela autora.

Cortou-se 10 mm do fio de tun@siio utilizando um limato triangular a fim de evitar a clivagem,
gue ocorreu quando foi utilizado um alicate para o corte6sAp corte, a ponta do fio foi lixada,
utilizando uma lixa para metal,&tjue ficasse plana.

Reaproveitou-se o capilar do eletrodo fornecido coméaguma de eletroeras cortando-se a
ponta gasta no torno magico da UFG. Ao realizar o corte, o ddio interno do capilar fechou
por conta do aquecimento gerado durante o processo. Assimedesario refazer o oricio com
uma broca de dmetro 0,5 mm. Nesse novo capilar foi colocado um fio de téngst Introduz-se
cerca de 4 mm do fio de tun@siio no capilar de modo que a ponta meg& mm. Esse conjunto
é inserido nacrimping toole a manivela girada no sentido hario fixando o fio de tungéhio ao
capilar, conforme visto na figuka1Q Em seguida, o eletrodo esdgrronto para ser utilizado, figura

411
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Dimensdes — capilar de aco R
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Figura 4.9: Representag esquer@tica e foto do capilar de ago

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.10: Preparag de eletrodo para eletroeéms

Fonte: Elaborada pela autora.
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| B

Figura 4.11: Eletrodo pronto para ser utilizado

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Prepara@o da @mara de bigornas de diamanteDAC) para
coleta de dados

A junta meélicaé posicionada horizontalmente em uma das faces do diamameeguida,
coloca-se a amostra e @uido transmissor de press que nesse trabalho foi uma mistura de
metanol-etanol (4:1), na junta. A escolha do fluido deperméntervalo de preg® planejado
e da solubilidade da amostra. Ao colocarigquido, aDAC é fechada rapidamente para evitar a

evoparago do mesmo.

4.5 Coleta de dados de difrago de raios X de monaocristais sob
altas pres®es

Embora o diamante seja transparente aos raios X, 0s outrgzooentes dBAC, como a junta
e 0 metal que con@e a @mara, Ao $.0. Dessa form& inevitivel que o pado de difra@o seja
contaminado por inform&gs advindas desses materiais. Dependendo da oderdaAC com
relag@o ao feixe incidente, s&o observados &is de difra@o ipicos de materiais policristalinos que

sao devidos junta, aém de regdes sombreadas pelo corpo al&to da @mara. Frequentemente, 0s
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dados devem ser corrigidos por absarpois as intensidades das refleg $0 reduzidas devido ao
sombreamento da amostra pela junta. Em um expering&eptesao ambiente, o cristé montado
de forma que todo o espaco emco esh aceswel, 0 queé bastante diferente para um experimento
em altas pregges. O acesso limitado ao espacdpenco em experimentos utilizandd®&C afetaa
diretamente a resoléo e a completeza dos dados. Esses fatores devem ser lenadossderago

em todas as etapas do experimento, ou seja, desde a coletdateadt um poskrel refinamento da
estrutura.

Os dados de difra&p de raios X em altas preésss foram obtidos utilizando o dif@netro APEX
Il DUO da Bruker (figurast.12 e 4.13 instalado no Laboratio de Cristalografia do Instituto de
Fisica da UFG. Para a realizag do experimento utilizando@AC, algumas modificdies devem
ser feitas no difr@imetro. Deve-se usar um colimador menor de 77,60 mm e retib@amstop
a fim de permitir a roteép daDAC. O detector foi mantido a uma distcia de 70 mm, para evitar
colisao com aDAC, e em 2 = 25 para que o feixe diretodo o atingisse,§ que o beam stop foi
retirado. ADAC & posicionada com seu eixo paralelo ao feixe de raios X, quenttbs osangulos
do gonbmetro o iguais a zero e, em segui@daluminada por s para realizar o ajuste da altura e
do foco atraes da @mera de observao.

Para uma certa orientag daDAC, a regao acesisel do espaco réproco esk relacionada com
distancia aé o detector e com angulo de abertura d@AC pois, afds uma determinada poaig, o
suporte meilico daDAC comeca a sombrear o detector. As estyats de coletad® feitas de modo
a cobrir o maior aimero de refle@ies poswel. Combina-se varreduras empara uma orient&p
fixa daDAC em ¢ para uma dada po$ig do detector emé2 E posével aumentar o iimero de re-
flexdes realizando-se, tardim, a coleta de dados com diferentes oridigagom relago ay. Dessa
forma, por meio de combinaes de 1rios tipos de varreduraspossvel alcancar uma quantidade
consideavel de todas as reflégs que poderiam ser coletadas sddA&. A radia@o de cobre deve
ser evitada para esse tipo de coleta de dados pois, apesarrdais intensa que a radéagde mo-
libdénio, a abso@o pelos diamantes semuito mais acentuada. Como precaugdeve ser feito o

teste final de col&o para todas as corridas antes de iniciar a coleta.
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Figura 4.12: Difrabmetro APEX Il DUO

Fonte: Elaborada pela autora.

APEX Il

Figura 4.13: @mara de bigornas de diamante do tipo Merrill-Bassett manadyondmetro de 4
circulos no difrabmetro APEX Il DUO

Fonte: Elaborada pela autora.

Com base nas informées citadas no pagrafo anterior, foram feitas diversas tentativas at

encontrar a estragia de coleta adequada. Primeiramente foram realizadeesluaas emv para
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diversos valores dg, obtendo-se os limites para os quaipossvel observar a difrégp. Emw,
estabeleceu que o limite seria de°4a0-3,5 enquanto que variou desde 90ate -40 em passos
de 5. Para cada valor dg, foi feita uma varredura em. Essa estréfgia de coleta foi utilizada de

maneira bem sucedida em todas as coletas realizadas.

4.6 Processamento dos dados e determiréaggda estrutura

A determina@o da €lula unifria & feita somente d@3s o €rmino da coleta. Nessa etapa
necesario identificar quais refl&es §0 provenientes da amostra e quaie provenientes do dia-
mante. Um padio de difra@o fpico para este casw mostrado na figurd.14 As regdes muito
sombreadas pela junta raéita e peledDAC foram evitadas no planejamento da e€ig# de coleta.
Na busca por reflées referentea amostra exclui-se as régis com refledes de alta resol@p
pois nessas reges estaio concentradas a maioria das redlex provenientes do diamantegralde
utilizar tamkem crigério de intensidade.

Outra estragiaé a visualizago do espaco rgaroco diretamente utilizando programas dis-
poriveis no pacote de programas dario difrabmetro. O programa utilizado nesse projéto
reciprocal lattice viewe(figura4.15 que, por inspego visual, permite separar as refles em gru-
pos, identificando as reflérs provenientes da amostra e as qiee@ovenientes de outras fontes
e indexa-las a fim de definir a&ula uniiria. Essa visualizép permite analisar a qualidade dos
dados, verificar a exighcia de geminap e atribuir as reflédesa diferentes grupos de modo a
indexa-las separadamente.

Apbs a integrago, os dados devem ser corrigidos levando em consieesgefeitos de absérg
pelaDAC. Deve-se considerar tardim a redugo das intensidades das refles devido ao sombrea-
mento do monocristal pela junta. Esse efeito de sombrearaenais pronunciado quando a amostra
preenche totalmente o didfo da junta. Na gatica, os efeitos do sombreamento podem ser reduzidos
ajustando o tamanho da amostra.

Uma vez que os dados tenham sido convenientemente proossseaatrigidosé feita a determin&p

da estrutura. Os principais problemas nessa etapaedacionadoa baixa completeza, baixa re-
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- Reflexoes
Reflexoes provenien

provenientes da amostra
do diamante

Figura 4.14: Pa@wo de difrago ipico de um experimento realizado em altas [@iess

Fonte: Elaborada pela autora.

dundncia, dificuldade em se alcancar e de alta resol@p, aém de a orientd@p da amostra
alguma vezes impedir o acessoertas fanlias de refleBes. Esséltimo fator faz com que algumas

extingdes sisteraticas @o estejam presentes, dificultando a dete@mitireta do grupo de espaco.
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Figura 4.15: Visualizéo do espaco r@aroco utilizando o program@ciprocal lattice viewer

Fonte: Imagem obtida utilizando o programeaiprocal lattice viewer



Capitulo 5

Resultados e discusses

A seqguir sedo apresentados os resultados de crist@izagcaracterizap estrutural utilizando
difracao de raios X por monocristais dos compostos LASSBio-177F3%Bi0-1774, LASSBIo-
1606 e LASSBIi0-1735. Para os compostos LASSBIi0-1774 e LAS3B® sefo discutidos,
tamkem, os resultados das coletas de dados de difrde raios X por monocristais em altas poess

As coletas de dados foram realizadaemperatura de 293 K utilizando rachagde molib&nio
(Mo-Ka = 0.710734) no difrabmetro APEX Il DUO da Bruker instalado no Labdseb de Cris-
talografia do Instituto deiBica (IF) da Universidade Federal de @i(UFG). As imagens foram
integradas utilizando o pacote de programas SAINT da Bri#@&r Para as coletas realizadas em
pres§o ambiente, os dados foram corrigidos por atEworgilizando o retodo multi-scand7).

As estruturas em pre&s ambiente foram resolvidas e refinadas usando os prog&tasXS-

97 [39] e SHELXL-97 [4Q], por Métodos Diretos. Oatomos @o hidrogenides foram localizados

no mapa de densidade efiaiica e foram refinadas peloétwdo de rmimos quadrados com 0s
correspondentes netros érmicos anisofpicos. Nos ciclos seguintes do refinamento, os pi-
cos referentes acdstomos de hidragnio do composto surgiram nos mapas de diferenca de Fou-
rier. Osatomos de hidrognio €0 refinados isotropicamente com graetros individuais de acordo
com osatomos aos quais ést ligados. Nos refinamentos com o SHELXL-90][ padroniza-se o
paametro isotpico do hidrognio comaU;,,(H) = 1,9.,, para grupos metil e hidroxila, & ,(H)
=1,2U,, para os demais casos, oridg & o paametro érmico doatomo ao qual o hidra@mnio esh

ligado. Os hidrognios das m@culas deagua foram inclidos nas posiges estimadas atras da

49
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instruggo CALC-OH A1].

5.1 Analise cristalografica dos compostos LASSBIio-1773 e LASSBIo
1774

O diabetes melitus uma condigo cbnica caracterizada pela elevada taxa deacgno sangue,
seja pelo fato de o corpd@n produzir quantidade suficiente de insulina ou &ar ter uma resposta
satisfabria & insulina. De acordo com laternational Diabetes Federatiof82], em 2015, mais
de 5 millbes de pessoas morreram por complescdecorrentes do diabetes. Esse valor excede
o nimero de mortes causadas por HIV, tuberculose @maajuntos. A perspectiva de que, em
2040, chegue a 642 midkes o total de pessoas com diabetes no muB8p [Com base nesses
nimeros alarmantes, diversos grupos de pesquisa espalpa@dosiundo @m dedicado esforcos
para desenvolveafmacos cada vez mais eficientes e seguros para o tratanesstoabndigo.

Nesse sentido, o LASSBIio desenvolveu o composto LASSBio;18@dra 5.1 A partir de
estudos de acoplamento moleculz4][ esse composto apresentou-se muito favercomo agonista
do receptor PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor gammae participa de processos
de captago e utiliza@o de glicose pelos tecidos. O LASSBIi0-1471 foi testado easnabs quais
foiinduzido o diabetes. Os testes mostraram que esse ctmiposefeito anti-neurdgico, aém da
redu@o dos iveis de a@car no sangue de 548#426,0 mg/dL para 259,6 73,1 mg/dL. Todavia,
os estudos desses mesmos autores mostraram que a pressobarddade 1,Benzodioxoleesse
composto pode inibir ou induzir o citocromo P450, o que padar a reages adversas e efeitos
farmacobgicos indesejado8$] chamando a ate@p para estudos mais detalhados de toxicidade e
otimizagao estrutural.

Com o intuito de reduzir posgeis efeitos indesejados, conforme citado anteriormdatam
planejados os compostd3g LASSBIi0-1773 e LASSBIi0-1774 a partir de modifidess estruturais
do LASSBI0-1471, conforme ilustrado na figlr& Os testes em ratos mostraram atividade hipogli-
cemiante em ambos os compostoénable efeito anti-neur@pico para o composto LASSBio-1773.

Nesta se@o se@o apresentados os resultados de défoade raios X de monocristal para os com-
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O.. 0O
~Nao
OI I S\NH’N\/©\H/OH
< A
© CHj

Figura 5.1: Representag plana do composto LASSBio-1471

Fonte: Elaborada pela autora.

LASSBio-1471 LASSBio-1774 -

1 = abertura do anel (bioisosterismo)
2 = simplificagio estrutural
3 = homologacio molecular
4 = bioisosterismo e regioi ismo

Figura 5.2: Modificages estruturais do composto LASSBio-1471 produzindo os ostop
LASSBIi0-1773 e LASSBIio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

postos LASSBIio-1773 e LASSBIio-1774. Para dsitano foram realizadas, tar@m, coletas de
dados para &s pres8es utilizando @DAC. O objetivo das medidas em altas piesse verificar
pos$veis transifes de fase bem como compreender o efeito dagwesss disincias intermolecu-
lares, no volume daétula unifiria e modelar os pos&is novos arranjos cristalinos. A elucidagda

estrutura cristalogfica desses compostos auxéiaro entendimento do mecanismo farmagato
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por meio da determin@p das interdies entre as metulas e da distribuép tridimensional dos

atomos.
5.1.1 Cristalizagio e determina@o da estrutura cristalografica e molecular
do composto LASSBI0-1773

O composto LASSBIi0-1773 (methyl 4-((((3,4-dimethoxyphgsylfonyl)hydrazono)methyl)
benzoate), figur&.3 C;H,sN,04.S, foi cristalizado pelo ratodo de evaporag lenta solubilizando
4,3 mg do composto em uma schucde 0,2 ml de DMS@ temperatura ambiente, figusal. Uma
amostra transparente de formato prdito com dimen@es 0,290 mm x 0,370 mm x 0,550 mm
foi selecionada, com o ailio de um microsopio com luz polarizada, para a coleta de dados de
difracao de raios X. A unidade assatnica esh representada na figuas. Os principais dados

cristalogaficos esio apresentados na tabéla
CHs

~
~Ng
0 sZ N
H,5C NH X
HiCy

Figura 5.3: Representag plana do composto LASSBio-1773

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 5.1: Dados cristalagficos e experimentais do composto LASSBio-1773

Figura 5.4: Monocristais do composto LASSBio-1773

Fonte: Elaborada pela autora.

Formula Ci7H18N2Og S
Massa molecular 378,4
Sistema cristralino ortorrdombico
Grupo espacial P2:2:2¢
a®) 7,219(2)

b (A) 10,638(4)
c(A) 22,669(7)
Volume (A3) 1740,9(10)
Z 4
Densidade(g/cr) 1,44
p(mm—1) 0,224

Fooo 792

20 maximo () 59,32

Reflexdes coletadas / independentes / obsery

2888 / 4397 / 411

NUmero de pametros

243

Completeza 99,3% (& =50°)

Redunéncia 2,18

R(int) 1,81

Fatores Residuais [obs] R1=0,032
wR2=0,085

Fatores Residuais [all] R1=0,035
wR2= 0,087

GooF 1,068

Aprmaz(€A73) 0,266

Apmin(€@A™3) -0,212

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os fragmentos metilbenzoato (C10/C11/C12/C13/C14/C15/C16/&64T, rms deviation =
0.032621) e dimetoxibenzeno (C2/C3/C4/C5/C6/C7/03/C8/04/C9, rms demiatiﬁ.0680?1) sao
planares. Gangulo dédrico entre os planos passando por esses dois fragnéedo81,16(4)

Ao longo da dirego [001] forma-se um arranjo do tipx@rringbonepor meio de duas interaes,
conforme ilustrado na figu6. A primeira ocorre entre agomos C9—-H9B e o centro de gravidade
Cgl [ 1/2 —z,1 — y,—1/2 + 2] do anel composto peld&#omos C10-C11-C12-C13-C14-C15 e
a segund& uma interago do tipo Y-X - - = envolvendo ositomos C16-06 e o centro de gravidade
Cg2'[": 1/2 — z,1 — y,1/2 + 2] do anel composto peldtomos C2-C3-C4-C5-C6-C7. Ao longo
da dire@o [100] o empacotamenémediado pela interag entre ositomos C8—H8C e o centro de
e pelainterago C6-H6-- O1%® [*: —1/2+x,1/2—y, —2] . Todas estas interéegs esdo ilustradas,

separadamente por quéss de clareza, nas figura$, 5.7 e 5.8 e sumarizadas na tabda.

v
W
. N2 1 c15

o
c10 \

S1 N1

Figura 5.5: Representag [37] da unidade assigtrica do composto LASSBIio-1773 com eljides
a 30% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

Osangulos torsionais na subunidade sulfonil-hidrazoraodsttados na tabe&2
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Atomos Angulo torsional (°)
N1-N2-S1-C2 65,6(2)
N1-N2-S1-01 -50,5(2)
N1-N2-S1-02 -179,4(2)
C1-N1-N2-S1 -169.1(2)

Tabela 5.2:Angulos torsionais na subunidade sulfonil-hidrazona - BB®-1773

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.6: Representag [38] do empacotamento do composto LASSBIi0-1773 evidenciando as
intera@es C9-HIB- - Cgl’ e C16-06- - Cg2"

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.7: Representag [38] do empacotamento do composto LASSBIi0-1773 evidenciando as
intera@es C8-HB8C- - Cg2% e N2-H2 - - O3

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.8: Representag [38] do empacotamento do composto LASSBI0-1773 evidenciando as
intera@es C6-H6. - O1% [*: —1/2 4+ x,1/2 — y, —2]

Fonte: Elaborada pela autora.

X-H---Cg H.--Cg(A) | HL(A) [X.---Cg(A) | X-H---Cg(°) | Operacio de simetria
C9-H9B --Cg2 2,78 2,77 3,629(3) 149 b % —x,1—y, _71 +z
C8-H8C - - CgT™ 274 2.68 3,550(3) 143 Iy oy 2— 2
Y-X---Cg X---Cg(A) | X-L(A) |[Y---Cg(A) | Y-X---Cg(°) | Operacdo de simetria
C16-06--Cg1” 3,680(3) 3.625 3,710(3) 82 i % —x,1—y, % +z
D-H---A DHA) |[H---AA) | D---A(A) | D-H---A (°) | Operacio de simetria
N2-H2- .- 03" 0,84(2) 2,14(3) 2,952(3) 162 wi . % + x, % —y,2—z
C6-H6 - - 01 0,93 2,57 3,203(3) 105 w- ’71 + x, % —y,—2

Tabela 5.3: Ligag@es de hidrognio para o composto LASSBIi0-1773

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.2 Cristalizago e determina@o da estrutura cristalografica e molecular
do composto LASSBIio-1774 - Preg® ambiente

O composto LASSBIi0-1774 (methyl 4-((((3,4-dimethoxyphgsyifonyl)(methyl)hydrazono)
methyl)benzoate monohydrate) , fig&.8, C'5 HsN2O~.S, foi cristalizado pelo ratodo de evaporag
lenta solubilizando 4,6 mg do composto em uma sibuge 0,5 ml de DMSQ@ temperatura ambi-
ente, figurab.10 Uma amostra de formato prisatico com dimen@es 0,090 mm x 0,0100 mm X
0,210 mm foi selecionada com o alix de um microsopio com luz polarizada para a coleta de da-
dos de difrago de raios X. A unidade assatnica, figureb.11, apresenta uma m@dtula do composto
e uma makcula deagua cujos hidrognios, por Ao terem sido localizados com pre&wsno mapa
de densidade eléinica, foram posicionados seguindo a metodologia de fitEafo de ligades
de hidrognio utilizando o programa CALC-OHl]. Os principais dados cristalagficos esio

apresentados na tabé&lat

o
CH,
O/
0 0
o s N
HAC” SN
’ |
HaC CH
~o

Figura 5.9: Representag plana do composto LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.10: Monocristais do composto LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

Formula ChigHo9N2O7S

Massa molecular 408,4

Sistema cristralino ortorrdmbico

Grupo espacial Pbca

a @) 15,0319(2)

b (A) 9,1414(1)

c(A) 28,9596(4)

Volume A?%) 3979,41(14)

z 8

Densidade(g/cr) 1,36

p(mm=1) 0,205

Fooo 1712

20 maximo () 57,0

Reflexdes coletadas / independentes / observa@ds8 / 5029 / 3789

NUmero de pametros 257

Completeza 99,9% (2 = 50°)

Redundncia 6,6

Resolu@o 0,74\

R(int) 2,25

Fatores Residuais [0bs] R1=0,047
wR2=0,131

Fatores Residuais [all] R1=0,065
wR2= 0,145

GooF 1,023

Apmaz(€A73) 0,292

Apmin(@ A7) -0,421

Tabela 5.4: Dados cristalagficos e experimentais do composto LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.11: Representag [37] da unidade assiétrica do composto LASSBio-1774 com
elipsbides a 30% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os fragmentos metilbenzoato (C10/C11/C12/C13/C14/C15/C16/)610, rms = 0.0113)
e dimetoxibenzeno (C2/C3/C4/C5/C6/C7/03/C8/04/C9, rms = 0.8320 planares. @ngulo
diédrico entre os planos passando por esses dois fragmed®38,90(9) Osangulos torsionais
na subunidade sulfonil-hidrazona@siistados na tabe&5

O empacotamenté mediado pela interag C-H - - 7 entre osatomos C18-H18B e 0 centro
de gravidade (Cd1": 3/2 + z,—1/2 + v, z]) do anel composto pelagomos C2-C3-C4-C5-C6-
C7. Ha taml&m duas interdies nas quais astomos C6 e C7 participam doand@tebns para o
atomo O2 ([“: 2 — x,1/2 + y,1/2 — z]), ambas tendo comprimento de ligagigual a 3,199(2)
A e uma interago do tipor — 7 entre osatomos C9 e C11 Essas quatro interées favorecem
0 empacotamento ao longo da d&ed010]. Porlltimo, osatomos C8-H8C interagem fracamente
com oatomo O6* ([“: 3/2 — x,2 — y,—1/2 + 2]) formando um arranjo do tipherringboneao
longo da dire@oc. Todas estas interaes esdo ilustradas, separadamente por giestle clareza,

nas figura$.12, 5.13e5.14e sumarizadas na tabé&s.
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Atomos Angulo torsional (°)
N1-N2-S1-C2 -66,4(1)
N1-N2-S1-01 49,32(1)
N1-N2-S1-02 177,9(2)
C1-N1-N2-S1 165,7(1)

Tabela 5.5:Angulos torsionais na subunidade sulfonil-hidrazona - BB®-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.12: Represeniag [38] do empacotamento ao longo da d&eglo composto
LASSBIio-1774 evidenciando a inte@g C18-H18. - CgZ’

Fonte: Elaborada pela autora.
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a

Figura 5.13: Representag [38] do empacotamento ao longo da d&ed010] do composto
LASSBIio-1774 evidenciando as intetas C6-H6- - 02 e C7-H7 - - 02"

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.14: Representag [38] do empacotamento do composto LASSBio-1774 ao longo da
direc@o [001] evidenciando a interag C8-H8C - - 06"

Fonte: Elaborada pela autora.
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D-H---A D-H(A) |H---A(A) |D---A(A) | D-H---A (°) | Operacao de Simetria
C18-H18B--CgT | 0,96 2,76 3,592(2) 145 i 32+x,-1/2+y,z

C6-H6 - - 027 0,93 2,66 3,199(2) 117 W2 —x,1/24+y,1/2 -2
C7-H7... 02" 0,93 2,66 3,197(2) 117 -2, 1/24+y,1/2 2
C9-C1¥ 3,318(3) -2, 1/2+4+y,1/2 2
C8-H8C - - 06™ 0,96 2,61 3,470(3) 149 W32 —x,2—y,—1/2+z

Tabela 5.6: Ligag@es de hidrognio para o composto LASSBIio0-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.3 Difracao de raios X em altas presges do composto LASSBio-1774

A amostra utilizada para coleta de dados de raios X em altgurdoi retirada do mesmo

frasco que a amostra utilizada na medida anteriormentéhddea Foi preparada uma junta de aco

de 250m de dametro na qual foi colocado 0 monocristal juntamente com tstat de rubi e 0

liquido transmissor de préss A junta foi posicionada na face polida do diamante de uamaaca

de bigornas de diamantd34C) do tipo Merrill-Bassett que foi, na se@ncia, fechada a fim de gerar

um aumento da preds na amostra. Uma mistura de metanol-etanol (4:1) fozat como meio

transmissor de preds a fim de garantir que a pr@ssfosse aplicada uniformemente na amostra e

nao ao longo de uma dirgég espeidica.

As medidas de fluoregéacia para aferép da presso foram realizadas no fluonetro Horiba

FluoroLog FL3-22 instalado nas dep@&mtias do Grupo deisica de Materiais (GFM) do IF-UFG.

O fabricante ddDAC sugere que os comprimentos de onda de exuitagjam de 488 nm ou de

514,5 nm. ADAC foi posicionada no interior do fluonetro e foi selecionado o comprimento de

onda de excitegp de 488 nm. Foram testadasias aberturas tanto da fenda de exétaguanto da

de emis&o e a varredura no comprimento de onda de émifs desde 680 nmat740 nm. Pdarm,

surgiu uma banda larga devidabsoréo pelo corpo malico daDAC. Essa banda causou aumento

no rudo de fundo, conforme pode ser visto na figbra5 e, por essa ra@o, 0 espectro para esse

comprimento de onda foi descartado. O comprimento de ondxad&ag@o foi en&o modificado

para 514,5 nm e a largura das fendas de eXai@gde emis® foram variadas de modo a obter uma
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definicdo conveniente para as linh&As e R,. A medida foi feita, eréo, fixando a fenda de excitag
em 0,9 mm e a fenda de emssem 0,6 mm. O comprimento de onda de e&uodsi varrido desde
690 nm ak 695 nm e o tempo de integéagfoi de 5 segundos. O espectro de fluoges@ do rubi

para esse casomostrado na figura.16

(

1200 4

Intensidade

800 —H

600 —

680 TI;IJ I ?;ﬂ I 7110
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.15: Espectro fluoreiecia do rubi com excit@p por uma luz de comprimento de onda de
488 nm

Fonte: Imagem obtida a partir doftwaredo fluoimetro Horiba FluoroLog FL3-22.
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Figura 5.16: Espectro de fluoréstia do rubi com excit@p por uma luz de comprimento de onda
de 514 nm

Fonte: Imagem obtida a partir doftwaredo fluoimetro Horiba FluoroLog FL3-22.

Apb6s a medida de fluoresncia, foi realizada a coleta de dados de d#made raios X. Com
os dados obtidos foi feita a index@x com o objetivo de determinar @lala uniria. O nétodo
autonatico utilizado pelo software do difi@netro falhou, o que levou a uma busca manual pelas
reflexdes provenientes da amostra de interesse. Forami@aslda lista as refl&es mais intensas
gue $0 provenientes do diamante, e foram eddds tambm as redies sombreadas pdl\C. Com
isso, foi posivel determinar os pametros de rede da novélala unifria, que foram: a = 14,84,

b =9,034, c = 28,264, 3 = 89,78, volume = 377943. Esse resultado mostrou que ocorreu uma
transi@o da fase ortoémbica para a fase monaaica, aém de uma reddp de 20042 no volume
da @lula unitria.

Apbs essa medida, a préssfoi aumentada com uma roéde aproximadamente 216m cada
um dos parafusos d2AC e foi feita uma nova tentativa de medida da paespor meio da fluo-
res@ncia do rubi, pdrm raio foi possvel realizar a medida pois o cristal de rubi perdeu a mono-
cristalinidade junto com a amostra. Dessa forngam foi posével obter o espectro de fluoréswia

para esse caso @ foi posével, tamlem, recuperar o cristal de rubi para medir os picos de fluo-
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res@nciaa presdo ambiente e utilizar esse valor para encontrar apoesss condiges das medidas
anteriores.

Levando em conta o tempo gasto para cada medida de fleoace tamém o fato de que
as medidas de pre@ms devem ser feitas antes ebapo experimento de difrap de raios X, foi
decidido que &o seria conveniente realizar tais medidas, pois a elevaianta de uswios de
ambos os equipamentos (Fluoetro e Difrabmetro) r@o nos permitiria ter 0 acesso neGss
para o andamento adequado das coletas. Dessa maneirdeasa®lestimar a préss naDAC
baseando no @dulo volurétrico do Iquido transmissor de preéss e no volume do cilindro que
coném a amostra, por meio da eqéaé.1:

P

B=-V— 5.1
Vv (5.1)

Utilizando a equa&o5.1foi posdvel estimar a preg® com uma preci® nedia de 40%. Assim,

0 experimento de difré&p de raios X foi retomado seguindo o0 mesmo procedimentaiteso
cagdtulo 4. A seguir s&xo discutidos os resultados obtidos para o composto LASEBid-em altas
pres$es.

Foram realizadasés coletas em altas préss. Foram determinados os @awetros de rede e
o volume da élula unifiria aé uma pres®o estimada de 1,9210® Pa. A determina@o da €lula
unitaria em cada pre8@s foi feita afos o €rmino da coleta e foram utilizadas todas as imagens
obtidas no experimento, como usualmeafeito para medidas dessa natureza. Os dados referentes
as tés coletas eab reunidos na tabe&7.

A primeira coleta foi realizada sob uma prgs®stimada d& 95 x 107 Pa. A indexa&o da élula
unitaria foi feita com base no cétio de |6(7) > 40 fornecendo um total de 398 refies com
intensidade menor que 1000 contagens. Oarmpatros de rede obtidos foram: a = 14,7673@3%
=9,0727(18)4, ¢ = 28,1605(56)1, 3 = 90,405(30) volume = 3773(26)13. Assim, a €lula unifria
da primeira coleta apresentou uma regluge volume igual a 2083 com rela@oa celula obtida
em presdo ambiente. Am dessa red@g, nota-se taném uma transio de fase de ortaymbico

para monoghico. Essa trans&p sugere que houve uma quebra na simetria original, ptresitee
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modificando a unidade asstnica.

A segunda coleta foi realizada sob uma paessstimada de 1,2710° Pa. A &lula unifria foi
indexada com base no @ito de I16(7) > 40 obtendo um total de 1747 reffies com intensidade
menor que 1000 contagens. EsGenero maior de refléesé devido ao aumento da redamtia nas
reflexdes r@o indicando, de fato, uma melhora nos dados. Nessa @mndigélula uniéria obtida
mostrou uma red#p de 17743 com rela@oa celula uniaria da presso anterior. Os pametros
foram: a = 14,5573(29}, b = 9,0297(18), c = 27,3560(55)4, 3 = 90,388(30) volume = 3596(12)
A3,

A terceira coleta foi realizada sob uma p&sgstimada de 1,9210° Pa. A @&lula unifria foi
indexada com base no @&ito de I6(/) > 70, obtendo um total de 234 reffiies com intensidade
menor que 5000 contagens. Nessa cdimi@ €lula uniria obtida mostrou uma rediug de 196
A3 com relag@oa clula uniria da presio anterior. Os pametros foram: a = 14,3347(24) b =
9,0644(18)4, ¢ = 26,1764(520, /3 = 91,666(30) volume = 3400(30)43.

Foram feitas tentativas de aumentar ainda mais aoessis a amostra perdeu monocristalini-

dade, inviabilizando a continuag das coletas.

Os paametros de rede para cada péesesio listados na tabe®&?7.

Coleta | Pressio (Pa) a(A) b (A) c(A) 5 (°) | Volume (A®)
01 Pom | 15,0319(2) 9,1414(1) 28,9596(4) 90 | 3979,41(14)
02 5,95<107 | 14,7673(30) 9,0727(18)| 28,1605(56) 90,405(30)  3773(26)
03 1,27 10° | 14,5573(29) 9.0297(18)| 27,3560(55) 90,388(30)]  3596(12)
04 1,92<10° | 14,3347(29) 9,0644(18)| 26,1764(52) 91,666(30)  3400(26)

Tabela 5.7: P@metros de rede para as coletas em alta foessASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

As diferencas na variaQ dos pametros de rede podem ser justificadas pelas irdesapter-
moleculares que ocorrem ao longo de suas desgcO pametroc reduziu de 9,6% no intervalo de
pres&o em questo enquanto que os @anetrosa e b reduziram de 4,6% e 0,8%, respectivamente.

A variagao total de volume daétula unifiria foi de 14,6%. Analisando a figuEal4 € possvel
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verificar que a dirego [001]é a de maior flexibilidade do arranjo supramolecular, o queobora
com a maior comprea@s observada no pametroc, com relago aos demais pametros. A com-
pres&o da rede ao longo da didg [010] foi bastante discreta. Pelas figusak2 e 5.13 nota-se
gue as ligages entre as metulas 8o mediadas por interaes do tipo C-H- - 7, 7 -- - 7w € por uma
interag@o de hidro@nio bifurcada, tornando o empacotamento bastagigorao longo do eixd,
0 que dificulta sobremaneira um rearranjo dasaoalas nessa dirag. & ao longo de [100], a
diminuicdo do paametroa foi quase linear, assim como a redogdo volume daé&lula uniéria. O
angulog foi se tornando mais obtuso com 0 aumento da p@essque acentuou ainda mais oatar
monocinico do novo arranjo cristalino. Toda essa arquitetureemdar fez com que a compréss

fosse anisotipica. As variages percentuais dos [@anetros de rede &gi detalhadas na tabéde8.

Coleta | Pressio (Pa) a(A) b (A) c(A | 5 | Volume (A®)

01 Pom | 15,0319(2) 9,1414(1)| 28,9596(4)] 90| 3979,41(14)
02 5,95x 10" -1,8% -0,8% -2,8% | 0,45% -5,2%
03 1,27x10° -3,2% -1,2% -5,5% | 0,43% -9,6%
04 1,92x108 -4,6% -0,8% -9,6% | 1,85% -14,6%

Tabela 5.8: Variago percentual com a prégsdos paametros de rede com relag aos respectivos
valores em preg® ambiente com o aumento da péess LASSBIio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma maneira de representar as vai@g;nos parmetros de rede por meio destraing que §0
tensores de segunda ordem calculados a partir de dois tosjge paiimetros de rede. A partir da
aralise destrainsé possvel inferir algumas po$geis mudancas estruturais resultantes da ag@eac
da presao.

Osstrainsgerados pelo aumento da présdoram determinados utilizando o programa WINS-
TRAIN escrito por Ross Ange#lP]. Os comprimentos dos eixos principais do ediole destraine
a orientag@o desses eixos com retaraos eixos cristalogficos, calculados a partir dos paretros
de rede, &0 mostrados na tabedd. Conforme citado anteriormente, o paretrob apresentou uma

compres&o muito sutil, 0 que pode ser verificado taanbanalisando os valores dos eixos princi-
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pais do elipéide destrain. O strain €3, 0 menor deles, encontra-se ao longo do &Xoa dire@o
[010]) evidenciando, mais uma vez, a pouca liberdade cord#oilonal que a estrutura supramole-
cular apresenta ao longo dessa dae¢O maiorstrain, ¢;, € encontrado formando uamgulo de
73 (°) com o eixoa e 17(¢) com o eixoc. Conforme a pres® foi sendo aumentada, a orier#ac
dessestrain nao se alterou significativamente enquanto que sedubo aumentou gradativamente.
A direcado do straire; se aproxima bastante da diéecao longo da qual as n&mlulas formam o
arranjo do tipcherringbone As figuras5.17, 5.18e 5.19mostram a sobrepo$ig da €lula uniaria
em presd8o ambiente com alulas uniérias nas &s pres8es coletadas vistas ao longo da&str
diregdoes. E pos$vel visualizar mais claramente as dibes de maior e de menor flexibilidade da

molécula observando o empacotamento como um todo.

Coleta | Pressio (Pa) Tensor unitario (GPa™') | Angulocom: | a(®) | b(°) | c(°)
01 P - 5,95x107 | €, =-0,0291(3) 73(1) | 90,0 | 17(2)
€5 =-0,0167(2) 163,1| 90,0 | 72,7
e3 =-0,0075(2) 90,0 | 180,0| 90,0
02 Pum - 1,27x10° | ¢, =-0,0574(2) 82,8 | 90,0 | 7,6
€2 =-0,0316(2) 172,8| 90,0 | 82,4
e3 =-0,0123(2) 90,0 | 180,0| 90,0
03 P - 1,92x10°% | €, =-0,1043(2) 77,5 | 90,0 | 14,2
€5 =-0,0437(2) 12,5 | 90,0 | 104,2
e3 =-0,0084(2) 90,0 | 0,0 | 90,0

Tabela 5.9: Magnitude e orienfag dos eixos principais dos eligdes de strain para 0 composto
LASSBIi0-1774 no intervalo de press del,,,, a 1,92<10° Pa

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.17: Sobreposio [38] das @lulas uniérias do composto LASSBIio 1774 em pi&ss
ambiente e em altas pré&s - Plano bc. | - Elula unitiria em presso ambiente. |l - €lula unitria
na presao 01. lll - Celula unifrria na presso 02. IV - CGelula unifria na presso 03.

Fonte: Elaborada pela autora.

na presgdo 01. Il - Celula uniria na presso 02. IV - Gelula unifiria na presio 03.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.19: Sobreposi@ [38] das @lulas uniérias do composto LASSBio 1774 em pi&ss
ambiente e em altas pré&s - Plano ab. | - 8lula uniiria em presso ambiente. |l - €lula unifria
na presgdo 01. Il - Celula uni&ria na press 02. IV - Celula unifiria na presio 03.

Fonte: Elaborada pela autora.

A fim de verificar se a transip de fase reversvel foram realizadasarias determindies da
célula unifiria da amostra &g ser retirada dBAC. A amostra retorno@ condi@o inicial, com
diminuigdes muito pequenas nos paretros de rede, sem perda de monocristalinidade, mostrand
um caater ebstico na deforma&p ocorrida. Os pametros de rede obtido®g-coleta em altas
pres®es forama = 15,023(3)4, b= 9,133(2)4, ¢ = 28,862(6)4 e volume = 3960(1)43. Antes da
coleta em altas pre8ss esses pametros erama = 15,0319(2);1, b= 9.1414(1)?1, c = 28.9596(4)

A, volume = 3979,41(14}13. Esse resultade importante pois garante que, caso o0 medicamento ve-
nha a ser preparado na forma de comprimidas,mavea altera@o nas propriedadessfco-gumicas
do mesmo. As predgs estimadas utilizadas durante o experimentmash intervalo das predss
tipicamente utilizadas durante o processo de prensagendlinstiia farmaéutica, que varia de 49

200 MPa, dependendo da amostra a ser prepatatl§ [
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5.2 Analise cristalografica do composto LASSBIi0-1606

5.2.1 Cristalizagio e determina@o da estrutura cristalografica e molecular
do composto LASSBIi0-1606 - Pres® ambiente

O processo inflamatio € uma resposta do sistema imanecoréncia de estnulos prejudiciais
tais como traumas e infeies. E comum a ocoé@ncia de vermelhib e aumento da temperatura
local nesses casos. Esses sintomas decorrem do aumentaalsghgineo na tentativa de levar
uma maior quantidade de linditos e outras@ulas de defesa para a régiafetada. Algumas dessas
células de defesa podem causar perdaigigido no tecido, resultando em inchaco. Todos esses
processos podem provocariestlos nervosos, causando dor. Em certas doencas conexgraplo,
atrite reumatide ou osteoartrite, o sistema de defesa do organisma immiprocesso inflamatio
guando Ao ha agentes externos a serem combatidos. Essas do@acalsssnadas de auto-imunes
e, hesses casos, 0 organismo causa danos aos éptisptecidos43].

Em 1980, a Pfizer iniciou a comercialiZzag;do Piroxicam44] (4-hydroxy-2-methyl-2H-1,2-
benzothiazine-1-(N-(2-pyridinyl)carboxamide)-1, bxide), sob o nome Feldene, um anti-inflagrad
nao-estedide inibidor da enzima cicloxigenase que possui meia-diel@aproximadamente 50 ho-
ras @45], a maior meia-vida entre os anakjcos. Ainda hoje, o Piroxicagutilizado largamente no
tratamento das doencas supracitadas, artrite réiteag osteoartrite.

O fragmento N-acilidrazon@areconhecido como uma estrutura privilegiada, sendo guasde
seus derivado®tn apresentado diversas atividades@galas dentre as quais potente atividade anti-
inflamabria [46]. Com base nessas inforniags, foi planejado, pelo LASSBio-UFRJ, 0 composto
LASSBI0-1606 f7], Ci;H1504N3S (figura5.20, queé um adlogo do Piroxicam('s H130,N3S
(figura5.21), sendo obtido pela introd&g de uma nova ligé&p dupla N=C na furéip amida original,
transformando-o em um derivado de N-acilidrazona, e pdistguicao doatomo de nitrognio por
umatomo de carbono no anel pinico. A atividade anti-inflamatia do composto LASSBIio-1606
apresentou-se mais intensa que o Piroxicam.

A estrutura cristalogifica do composto LASSBIio-1606 havia sido previamente determinada

por nbs com base nos dados coletados no difregtro Enraf-Nonius CAD4 instalado no Labdnad
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de Cristalografia do Instituto dégtca da UFG e os resultados publicad®g.[ Com a instalago do
difratbmetro APEX Il DUO da Bruker foi feita a redetermirdaxcestrutural em preds ambiente e
tamkem coletas em altas prées.

Nesta sego sedo apresentados os resultados de difvage raios X em preds ambiente por
monocristais do composto LASSBIio-1606, a partir dos dadtdadbno APEX 11 DUO. Na pdbxima
se@o sea feita a aalise do comportamento, em altas pfeEss de seus pametros de rede e de

poss$veis rearranjos conformacionais.

o

07 X0
Figura 5.20: Representag plana do composto LASSBio-1606

Fonte: Elaborada pela autora.

o

07 \o

Figura 5.21: Representag plana do anti-inflamétio Piroxicam

Fonte: Elaborada pela autora.

Os monocristais (figura.22 foram obtidos pelo @odo de evaporag lenta solubilizando 6,2
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mg do composto em uma sohg de 0,3 ml de diclorometano e 0,02 ml de DM&®@mperatura
ambiente. A amostra selecionada para a coleta de dadosrdeadilde raios X foi de formato
prismatico com dimen@es 0,144 mm x 0,226mm x 0,392 mm. Os principais dados agédicos

esfio apresentados na tabBlaQ A unidade assigtrica apresenta uma néalula e est representada

na figura5.23

Figura 5.22: Cristais do composto LASSBi0-1606

Fonte: Elaborada pela autora.
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Formula 017H1504N35
Massa molecular 357,4
Sistema cristralino monoclinico
Grupo espacial C2lc
a @A) 15,6979(7)

b (A) 11,6145(5)
c(A) 19,7205(8)
B () 113,152(2)
Volume (4%) 3305,9(2)
Z 8
Densidade(g/cr) 1,44
p(mm1) 0,224
Fooo 1488
260 maximo () 50,8
Reflexdes coletadas / independentes / observh@@s4 / 3027 / 2575
NUmero de pa@metros 226
Completeza 99,9% (& =50)
Redunéncia 53
Resolu@o @A) 0,83
R(int) 2,63
Fatores Residuais [0obs] R1=0,034
wR2=0,091
Fatores Residuais [all] R1=0,042
wR2= 0,097
GooF 1,023
Apmaz(@A73) 0,265
Apmin(@A=3) -0,269

Tabela 5.10: Dados cristaldficos e experimentais do composto LASSBIio-1606

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.23: Representag [37] da unidade assiétrica do composto LASSBio-1606 com
elipsbides a 30% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os areis C5-C6-C7-C8-C9-C10 (rms deviations = 0,0038)2e C20-C21-C22-C23-C24-C25
(rms deviations = 0,003§) se apresentaram planares enquanto que o anel S1-N2-C3-C4-C5
mostrou um grande desvio da planaridade (rms deviation2B08A). Os angulos torsionais na

subunidade N-acilidrazona astlistados na tabe&11

Atomos Angulo torsional (°)
C3-C14-N17-N18 178,8(1)
C14-N17-N18-C19 -175,0(2)
015-C14-N17-N18 -1,4(3)
N17-N18-C19-C20 -178,2(2)

Tabela 5.11Angulos torsionais na subunidade N-acilidrazona - LASSHEI06

Fonte: Elaborada pela autora.

A interag@o de hidrognio C10-H10.-O3" favorece a formz#go de um @nero em torno do
centro de invei@o e essesitheros se conectam por meio da int@@{17-H17- - O3'. Assim, uma
cadeia composta por uma dupla camada deouhs se forma ao longo da diagonal [110]. Na figura
5.24 est ilustrada essa cadeia e na figbra5ha um detalhamento das intet@s presentes, para

melhor visualizago. Essa dupla cadegaconectada por meio do contato curto C17-H1015%,
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figura5.26que se estende ao longo da dae¢110].

(] ; ' -

s > .
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Figura 5.24: Empacotament8d] do composto LASSBIi0-1606 ao longo da diéed110]

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.25: Empacotament8d] do composto LASSBIi0-1606 ao longo da diéed110]
evidenciando as interées presentes

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.26: Empacotament8d] do composto LASSBIi0-1606 ao longo da diéed110]

Fonte: Elaborada pela autora.

Ao longo da dirego [001] a interago fraca C-H- -7 entre osatomos C8-H8 e o centro de
gravidade (Cg? [*: z,1 — y, —1/2 + 2]) do anel composto peldomos C20-C21-C22-C23-C24-

C25 levaa forma@o de um arranjo do tiplerringbone conforme mostrado na figuia27.

o /) . :
& & & e
Figura 5.27: Empacotament8d] do composto LASSBIi0-1606 ao longo da diaed001]

Fonte: Elaborada pela autora.
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D-H---A D-H(A) |[H..A(A) | D..A(A) | D-H..A(°) | Simetria

N17-H17 .. O3 0,86 2,39 3,157(3) 149 i 2-x, 1y, 2-2
C10-H10-- 03" 0,93 2,69 3,270(2) 121 @ 32-x, 112y, 2-z
C17-H17G-- 015" 0,96 2,55 | 3,4611(4) 159 @ 1/2-x,112-y,-z
X-H...Cg H..Cg(A) | H-L (A) | X...Cg(A) | X-H...Cg (°) | Simetria

C8-H8 - - Cg1"” 2,78 2,77 | 3,5996(5) 148 il —y, —1/2 4 2]

Tabela 5.12: Liga@es de hidrognio para o composto LASSBio-1606

Fonte: Elaborada pela autora.

Os comprimentos de ligag do anel que contem o grupamento sulfonamida se aprem@antar
de acordo com outros compostos semelha8s1p], exceto pela ligago C3-C4 que apresentou
caiater de ligago dupla (1,35931). Esta liga@o € de caater simples nos outros compostos. O
encurtamento nesta ligag pode ser explicado pelas lig&s de hidrognio intramoleculares N17-

H17...N2 e O16-H16...015.

5.2.2 Difracdo de raios X em altas presses do composto LASSBio-1606

Foram realizadas duas coletas em altas pe=ssA determinago da €lula unifiria em cada
pres&o foi feita aps o €rmino da coleta e foram utilizadas todas as imagens olt@esperimento,
como usualmenté feito para medidas dessa natureza. Os dados refeeentiess €lulas uniérias
obtidas esio na tabel®.13

A primeira coleta foi realizada sob uma prasestimada de 3,98/07 Pa. Para a determinag
da lula unitria, as reflelies foram selecionadas com base ncedotde I£(7) > 30. Das re-
flexdes obtidas a partir desse érib, foram selecionadas as refies com intensidade menor que
5000 contagens fornecendo um total de 831 réflex Os pametros de rede obtidos forara:=
11,5283(23)4, b=15,5901(31)4, ¢ = 19,0107(38)4, 3 = 107,4348(30) volume = 3259,771(350)
A3. A célula unifria da primeira coleta apresentou uma rétuge volume igual a 46,183 com
relag@oa celula obtida em pre&® ambiente.

A segunda coleta foi realizada sob uma paessstimada de 8,34107 Pa. Para a determinag

da @lula unitria, as refleiies foram selecionadas com base ncedotde I£(1) > 30. Das re-
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flexdes obtidas a partir desse érib, foram selecionadas as que tiveram intensidade mareor q
2000 contagens, fornecendo um total de 594 réflex Os pametros de rede obtidos foram:=
11,260(15)4, b = 15,197(18)4, ¢ = 18,485(41)4, 3 = 107,591(52) volume = 3259,771(350}3.

A célula unifria da segunda coleta apresentou uma i@alde volume igual a 2983 com relago

a celula obtida em preé® ambiente.

Foram feitas tentativas de aumentar ainda mais afwasss a amostra perdeu monocristalini-
dade, inviabilizando a continuag das coletas.

A célula unifria se tornou primitiva a partir da primeira préssperdendo a centragem C que ha-
via em presdo ambiente. Para analisar tal mudanca foi escrito um @nagque analisou o arquivo
de reflexdes buscando as extibes sisteraticas. Os dados fornecidos pelo programa comprovaram
plenamente essa perda de simetria.

O angulog diminuiu com 0 aumento da pré&sassim como o eixo(tabela5.13. Observando
a figura5.29 & possvel visualizar a variago noangulo e no eixo em quési. Entre as camadas
superior e inferior de méktulas vistas nessa figuréggaocorre nenhuma intefag intermolecular
relevante, o que favorece o deslizamento entre essas cemasianobculas formam o arranjo do
tipo herringboneao longo da direffo c, figura5.28 e esse arranjo faz com que as ewllas se
comportem como uma mola ao longo dessa dioe@ combinago do deslizamento das camadas e
0 comportamento abtico do empacotamento ao longo da diteglevou ao rearranjo das nemulas
nessa dirego, favorecendo as vari@d€s nos parmetros acima citadas.

Pela figurab.30nota-se o0 encurtamento do paretroa e aumento do pametrob. Essa mudanca
possivelmente ocorreu devido ao rearranjo da unidade assim Outro fator que suporta a odanmcia
desse rearranje a pequena variag do volume da&ula uniria, permitindo inferir que a unidade
assinetrica permanece tendo somente umagoola, poem em uma nova orientag.

A analise por tensores de straindanfoi realizada para esse caso, Visto que a \éoiaps
paametros &o foi infinitesimal.

Ao término das coletas em altas pi@ss, a amostra foi retirada darnara sendo feita, imediata-

mente em seguida, a determifagla €lula unitiria em pres# ambiente. A transformag descrita
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nos paagrafos anteriores foi completamente reiwgrls A célula unifiria em presso ambiente foi

restabelecida. Os ganetros de rede obtido$g-coleta em altas prdsess foram: a = 15,6923(4?),

b=11,6165(3)4, ¢ = 19,7255(5)4, 3 = 113,132(1) e volume = 3306,7(2)13. Antes da coleta em

altas presdes esses pametros eram: a = 15,6979(4) b = 11,6145(5)4, ¢ = 19,7205(8)4, 3 =

113,1524(18)volume = 3305,957(350)3.

Coleta | Pressio (Pa) a(A) b (A) c (A) 5() ] Volume (A®)
01 Pom | 15,6979(7) 11,6145(5)] 19,7205(8)| 113,1524(18) 3305,957(350
02 3,98<107 | 11,5283(23) 15,5901(31) 19,0107(38) 107,4348(30) 3260(12)
03 8,34<107 | 11,260(15)| 15,197(18) 18,485(41) 107,592(52) 3015(14)

Tabela 5.13: P@metros de rede para as coletas em alta poessASSBio-1606

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.28: Sobreposio [38] das @lulas uniérias do composto LASSBIio 1606 em pi&ss
ambiente e em altas pré&&s - Plano bc. | - €lula unifiria em pres#o ambiente. Il - elula unifiria
na presgo 01. Il - Celula unifria na presiso 02.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.29: Sobreposi@ [38] das @lulas uniérias do composto LASSBio 1606 em pi@ss
ambiente e em altas pré&s - Plano ac. | - €lula uniiria em presso ambiente. Il - elula uniria
na presgo 01. Il - Celula uniria na presso 02.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.30: Sobreposi@ [38] das @lulas uniérias do composto LASSBio 1606 em pi@&ss
ambiente e em altas prées - Plano ab. | - Elula unifiria em presso ambiente. |l - €lula unitria
na presao 01. Ill - Celula uniria na presso 02.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3 Cristalizacado e determina@o da estrutura cristalografica e
molecular do composto LASSBIi0-1735

Segundo a Organizag Mundial da Sade (OMS), a cada ano 8,2 niles de pessoa€m a
obito em todo 0 mundo por complidags causadas pelos mais diversos tiposamheer B3]. Nesse
cerario, 0 @ncer tem sido a segunda causa de morte no mundo, perdendategmara doencas

cardiovasculares. No Brasil, de acordo com Instituto Nadiale Gincer (INCA), o éncer de
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prostataé o mais prevalecente entre 0s homens enquanto que, entngdleyes, o de mama tem
maior incicencia. Tendo isso em vista, muitas pesquisadoeséndo conduzidas no sentido de
compreender melhor as causas dessa doenca, aperfesc@aniaas de diagistico para que seja
identificada cada vez mais precocemente, aumentando aseshdasobrevéncia do paciente bem
como identificar &rmacos mais eficazes e men@&¢os para o tratamento.

Nesta sego sed apresentada a caracteri@agestrututal do composto LASSBIio0-1735 (figura
5.33 que, em testeis vitro, mostrou atividade contra diversos tipos decer, especialmente contra
leucemia. Esses testes foram realizados pelo LASSBio-Us®&,Jdem como a istese do com-
posto em queab. O composto LASSBI0-1735 foi sintetizado a partir da ragid do composto
LASSBI0-1586 p1], figura5.32(cuja aralise cristalogafica foi apresentada na disseétagle mes-
trado que precedeu este trabalho) que, por su@wen,adlogo da Combretastina A4 (CA-4), figura
5.31 A CA-4 &€ um produto natural isolado a partir@ambretum caffrupconhecido por apresentar
potente ago inibitdria no crescimento dettulas cancégenas, mas que possui baixa solubilidade

emagua, baixa biodisponibilidade oral e meia-vida curta, ® @fieta sua efacia.

o
HiC” O X
i
CH, ©

CH;, OH

O

CH;
Figura 5.31: Representag plana da Combretastatina A4

Fonte: Elaborada pela autora.

O composto LASSBIo-1735 (3,4,5-trimethoxy-N-methyl-NE)-phenylmethylidene] benzohy-
drazide),C1s Hy1 N2 O4S +2H, O, foi cristalizado pelo ratodo de evaporag lenta solubilizando 4,2

mg do composto em uma sohag de 0,3 ml de DMSO:Metanol:Diclorometano (2:1aljempera-
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Figura 5.32: Representag plana do composto LASSBio-1586

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.33: Represent@ag plana do composto LASSBIi0-1735 (fonte: Da autora

Fonte: Elaborada pela autora.

tura ambiente. Os monocristais obtid@® snostrados na figuga34 Uma amostra transparente de
formato de agulha de dimebess 0.044 mm x 0.125 mm x 0.820 mm foi selecionada com diaux

de um microsopio com luz polarizada para a coleta de dados de difrale raios X. Para a coleta

de dados, o tempo de expdsicfoi de 200 segundos. Esse tempo mais longo foi escolhigo po
durante a determinag da €lula unifria, notou-se que a amostra espalhava muito fracamente em
alto angulo. Nesse sentido, um tempo mais longo de exgogicopiciou uma melhora nas inten-
sidades dos picos coletados. Os principais dados crisédilogs esio apresentados na tab8lda4

A unidade assir@trica do composto LASSBIi0-1735 agepresentada na figusa35e coném uma
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molécula do composto e duas raolllas déagua.

Figura 5.34: Monocristais do composto LASSBio-1735

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.35: Representag [37] da unidade assiétrica do composto LASSBio-1735 com
elipsbides a 30% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

O anel bengnico formado peloatomos C12-C13-C14-C15-C16-C17 foi refinado como grupo
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Formula Ch1sHo1 N2O4S + 2H50
Massa molecular 364,4
Sistema cristralino ortordmbico
Grupo espacial P21212¢
aA) 4,30(1)

b (A) 18,62(4)
c(A) 23,87(5)
Volume A3) 1911,4(7)
Z 4
Densidade(g/cr) 1,27
p(mm1) 0,095
Fooo 776
260 maximo () 51,0
Reflexdes coletadas / independentes / observadag / 3565 / 1995
NUmero de pametros 244
Completeza 97,3% (& =50°)
Redundncia 2,5
Resolu@o A) 0,83
R(int) 3,98
Fatores Residuais [0bs] R1=0,056
wR2=0,153
Fatores Residuais [all] R1=0,102
wR2= 0,168
GooF 1,151
Apmaz(@A73) 0,184
Apmin(@A™3) -0,168

Tabela 5.14: Dados cristaldgicos e experimentais do composto LASSBIi0-1735

Fonte: Elaborada pela autora.

rigido usando \nculos georatricos para garantir a planaridade e geometria, pois o Gorapto de
ligagdo entre osatomos C15 e C16av estava convergindo satisfatoriamente. O fragmente{rim
toxibenzeno (C3/C4/C5/C6/C7/C8/02/C9/03 /C10/04/C11) perdeunantiade devido aatomo
C10, que apresenta um desvio de -0,7198(0,0@549)m rela@o ao plano formado pelos demais
atomos do fragmento. &ngulo dedrico entre os planos formados por esses d@sarde 63,3(2).
Todos os comprimentos de ligggdo composto LASSBio-1735 éastde acordo com os comprimen-
tos correspondentes no composto LASSBIi0-1586, apesar dd@mag@o das duas metulas ser
bastante diferente, conforme mostra a figu@&6 Osangulos torsionais em torno da unidade central

da mokcula esio listados na tabe& 15
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Atomos Angulo torsional (°)
N2-N1-C1-C12 -177,5(5)
C1-N1-N2-C2 -169,6(6)
N1-N2-C2-C3 -11,9(8)
C18-N2-C2-01 -6,8(9)
C18-N2-C2-C3 173,1(6)
01-C2-N2-N1 168,2(6)
C1-N1-N2-C18 5,4(8)

Tabela 5.15Angulos torsionais na subunidade central - LASSBio-1735

Fonte: Elaborada pela autora.

'*-7 -
R4
LASSBio-1586 LASSBio-1735

Figura 5.36: Compara@p [ [38]] da unidade assigtrica dos compostos LASSBio-1586 e
LASSBI0-1735

Fonte: Elaborada pela autora.

O empacotamenté mediado por ligages de hidrognio que ocorrem entre medulas deagua
e entre as mékculas deagua e a m@cula do composto. Na figura37 tem-se o empacota-
mento ao longo da dirép [110] queé mediado pela ligé&p O1S-H1SA:--O3 e pela ligago
02S-H2SA--0O1. Essas ligdies ocorrem entre matulas da unidade assétnica. As ligades
entre osatomos O2S-H2SB - 018 [*:1-x,-1/2+y,1/2-Z] e entre comos O1S-H1SB - 028! [#:2-

x,1/2+y,1/2-z] completam o empacotamento nessa @irégrmando cadeias do tipo "zig-zag”.
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Figura 5.37: Representag [38] do empacotamento do composto LASSBio-1735 ao longo da
direcao [110]

Fonte: Elaborada pela autora.

Ao longo da dire@o [100] as maiculas deagua preenchem as cavidades mediando akégac
entre as camadas de raollas, conforme visto na figuka38 As camadas de metulas formadas
nessa dirego €0 conectadas por um contato curto entratognos C18-H18GC - O1 [V: 1/2+x,1/2-

y,1-z], ilustrada na figur&.39preenchendo o espaco ao longo do plano bc.
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Figura 5.38: Representag [38] do empacotamento do composto LASSBIio-1735 ao longo da
direcdo [100] evidenciando as intei@s entre as métulas deéagua e as mékulas do composto.
[Opera@es de simetriai(l-x,-1/2+y,1/2-z), {:2-x,1/2+y,1/2-z), ¢:1-x,1/2+y,1/2-2),
(?:1-x,1/2+y,1/2-2)]

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.39: Representag [ [38]] do empacotamento do composto LASSBIio-1735 no plano bc

Fonte: Elaborada pela autora.

Todas as interdips mediadoras do empacotamento citadas n@ggdos anteriores egi su-

marizadas na tabe&16

D-H---A D-H(A) [H---A(A) [D---A(A) | D-H---A (°) | Operacio de Simetria
O1S-H1SA.-- 03 0,92 2,1(2) 2,96(1) 165

02S-H2SA.--01 0,92 1,91(7) 2,84(1) 177

02S-H2SB--01S | 0,92 1,8(2) 2,71(2) 160 i 1-x,-1/2+y,1/2-z
O1S-H1SB--02S' | 0,92 2,1(2) 2,70(1) 121 i 2-x,1/2+y,1/2-7
C18-H18C .- O1° 0,96 2,59 3,46(1) 152 v 1/2+x,1/2-y,1-z

Tabela 5.16: Liga@es de hidrognio para o composto LASSBio-1735

Fonte: Elaborada pela autora.



Capitulo 6

Conclusdes e perspectivas

Neste trabalho foi feita a cristalizag e determinao das estruturas cristal@djcas de quatro
compostos candidatas farmacos: LASSBIio-1773, LASSBIi0-1774, LASSBIio-1606 e LASSBio-
1735. Foi realizada a alise da infléncia da preg® em dois desses compostos: LASSBio-1774
e LASSBIi0-1606. Foi estabelecida a metodologia nerespara realizéip do experimento de
difracdo de raios X por monocristais em altas poessutilizando HAC. Essa metodologia incluiu a
produ@o das juntas malicas utilizando a faquina de eletroeras, Betsa MH20$park Eroder Ma-
chine, produ@o dos eletrodos utilizados naaguina de eletroeras, planejamento das eségias
de coleta de dados de diféagde raios X com BAC e estrakgias para tratamento dos dados obtidos.

Os compostos LASSBI0-1773 e LASSBIio-1774, apesar de difersemente por um grupa-
mento metil, apresentaram estruturas cristalinas bemediies. No LASSBIio-1774 uma némlula
deagua cocristalizada com o composto desempenha um papell cro@mpacotamento cristalino.

O LASSBI0-1735 difere do LASSBI0-1586 por um grupamento melbdavia, o LASSBIo-
1735 cristalizou com duas naalulas déagua juntamente com uma réolla do composto, fazendo
gue o empacotamento cristalino se tornasse bem diferemmpacotamento do LASSBIio-1586.

Para o composto LASSBIio-1774 foram realizadas coletasé&sptes8es diferentes. A aalise
dos resultados para esse composto mostrou uma @ardicfase de ortaymbico para monoatico.
As altera@es ocorridas nos pametros de rededs justificadas pelo empacotamento em [#ess
atmosérica. A maior compres® ocorreu ao longo do eixy poisé a dire@o ao longo da qual

ha mais flexibilidade levando em conta o arranjo do tieringboneformado pelas mélculas,

92
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0 que traz um cater elstico ao empacotamento. O encurtamento dos eb@b foi bem mais
sutil que ao longo do eixo, pois 0 empacotament@a tem a mesma flexibilidade ao longo dessas
direg@des devidoa presenca de interdgs intermoleculares mais intensas. O comportamento em
altas pres@es foi analisado tan@m por meio de tensores de strain. As dies;e magnitudes das
variag@des desses tensores com 0 aumento da gwedsscrevem bem os posss rearranjos do
empacotamento cristalino, visto que o strain que teve mainag@o encontra-se praticamente ao
longo do eixoc. Ao determinar a €lula unifiria em condigo ambiente &g a coleta em altas
pres$es, verificou-se que os @metros de rede retornaram aos valores iniciais (poeasbiente),
mostrando que a trangig foi reversvel, e que portanto a compr@ssocorreu dentro do limite
elastico do empacotamento.

Para o composto LASSBIi0-1606 foram realizadas coletas esmheades diferentes. A partir
da primeira pres®, a rede cristalina perdeu a centragem do tipo C transictmpara uma rede do
tipo primitiva com um encurtamento do eiae um aumento do eixb. Desde a preg® ambiente
até o primeiro valor de alta pre&s, o volume daé@ula unifria variou 1,4%, indicando que houve
somente um rearranjo da unidade agdiima. Da segunda para a terceira piesos eixos, b
e ¢ diminuiram 2,3%, 2,5% e 2,8% respectivamente, mostrando que oocetapaento nessa nova
configura@o manteve a maior elasticidade ao longo do eixqueé onde ocorre a formag da
cadeia do tipdherringbone Apobs as coletas em altas préss, foi feita a determinag da €lula
unitaria em presso ambiente. Os pametros de rede retornaram aos valores iniciais, da mesma
forma que o composto LASSBIio-1774.

Do ponto de vista farm&aitico, para as duas némlulas analisadas em altas ptess mesmo que
ocorra a formago de um polimorfo durante o processo de pré@dudos &rmacos, essa transfornaac
se@ reversvel, nao comprometendo a confiabilidade dos mesmos.

Como perspectivas de trabalhos futuros, pretende-seaealiwas medidas em altas prass
dos compostos LASSBIio-1774 e LASSBIi0-1606 aumentando a @exal dos dados e possibili-
tando a determind@p das estruturas cristal@gdicas dos mesmos. A abordagem a ser utilizada ser

rotacionar o cristal n®AC a fim de coletar dados para diversas orietésgda amostra. Para isso,
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necessita-se de umatodo mais condivel de medida da pre&s, garantindo que as coletas&ere-
alizadas todas nas mesmas cofdg; A utiliza@o de cristais de quartzo como sensores de @oess

se@ explorada.
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