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Resumo

Nesta tese serao apresentados os resultados de determinagao estrutural por difragao de raios X de
monocristais de candidatos a farmacos em condicoes ambiente de temperatura e pressao, assim
como submetidos a altas pressoes. A analise cristalogra ca desse tipo de composto permite obter a
estrutura tridimensional de maneira inequ-voca. Essa informagao e util para o processo de desen-
volvimento de novos farmacos a m de se alcancar as propriedades plangjadas, tai s como o estudo
de combinagoes do farmaco com os excipientes a serem utilizados para garantir a taxa de liberagao
esperada do farmaco no corpo humano e a otimizacao da interacao entre o farmaco e o alvo. Alem
disso, durante o processo de produgao na industria farmaceutica, podem surgir fases polimer cas
devido a aplicagcao de pressao, que ocorre durante a moagem e na preparacao de comprimidos, po-
dendo alterar a biodisponibilidade, solubilidade e estabilidade do medicamento. Assim, identi car
as condicoes nas quais tais modi ca¢ oes podem ocorrer, garante a con abilidade do produto -
nal. Nesse sentido, no presente trabalho foram realizadas a cristalizacao e analise cristalogra ca de
candidatos a farmacos desenvolvidos pelo Laboraterio de Avaliacao e S-ntese de Substancias Bi-
oativas (LASSBio) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Os compostos analisados
foram: LASSBi0-1773 e LASSBi0-1774, que possuem atividade hipoglicemiante, L ASSBio-1606,
com propriedade anti-in amat eria, e LASSBi0-1735, que se mostrou ativo contra diversos tipos de
cancer. Para os compostos LASSBio-1774 e LASSBIi0-1606 foi realizada tambem a difracao de
raios X em altas pressoes, com a Diamond Anvil Cell (DAC), determinando suas celulas unitarias e
analisando os efeitos da pressao sobre o arranjo cristalino. Em ambos os compostos foram observa-
dastransicoes de fase reversvels. Parao LASSBIi0-1774 a analise das mudangas estruturais devidas
apressao foi realizada com o aux:lio dos tensores de strain.

Palavras-chave: Cristalograaderaios X, Altas press oes, Diamond anvil Cell.



Abstract

This thesis presents the structure determination using single crystal x-ray crystallography of four
drug candidates under ambient conditions of temperature and pressure, as well as submitted to
high pressure. The crystallographic analysis of this type of compound allows to obtain the three-
dimensional structure in an unambiguous way. This information is useful for the development pro-
cess of new drugs in order to achieve the planned properties, such as the study of combinations of
the drug with the excipients to be used to guarantee the rate of expected release of the drug in the
human body and the optimization of interaction between the drug and the target. Furthermore du-
ring the process of drug manufacturing in the pharmaceutical industry polymorphic phases may arise
due to the application of pressure, which occurs during grinding and in the preparation of tablets,
which may alter the bioavailability, solubility and stability of the medicament. Thus, identifying the
conditions under which such modi cations may occur guarant ees the reliability of the nal product.
In this sense, the crystallization and crystallographic analysis of drug candidates developed by the
Laboraterio de Avaliagao e S-ntese de Substancias Bioativas (LASSBIo) of the Universidade Fede-
ral do Rio de Janeiro (UFRJ) was carried out. The compounds analyzed were: LASSBio-1773 and
LASSBIio-1774, which have hypoglycemic activity, LASSBio-1606, with anti-in anmatory proper-
ties, and LASSBIi0-1735, which has been shown to be active against severa types of cancer. For the
compounds LASSBIi0-1774 and LASSBIi0-1606 X-ray diffraction at high pressures was aso per-
formed with Diamond Anvil Cell (DAC), determining their unit cells and analyzing the effects of
pressure on the crystalline arrangement. 1n both compounds reversible phase transitions were obser-
ved. The analysis of the structural changes for LASSBi0-1774 due to pressure was performed with
the aid of strain tensors.
Keywords: X-ray Crystallography, High-pressure, Diamond anvil Cell.
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Cap-tulo 1l

| ntroducao

As pesquisas feitas em altas pressoes sao, tradicionalmente, relacionadas a geologia e sao reali-
zadas no intuito de recriar as condicoes de formagao de minerais, por exemplo. Em F-sica, esse tipo
de pesquisa esta, geramente, relacionado a busca de novos materiais. Ha cerca de 20 anos, houve
um crescimento no interesse em se estudar prote-nas e compostos farmaceuticos no estado crista-
lino submetidos a altas pressoes. Em prote-nas, tenta-se veri car a desnaturag ao ou dobramento
induzidos por pressao.

Um dos objetivos do estudo de farmacos em altas pressoes e a busca por novas formas po-
limer cas. A an alise cristalogra ca nessas condi¢ oes, utilizando a Diamond Anvil Cell (DAC),
permite veri car aocorr enciade transicoes de fase, pois 0s materiais podem apresentar diversos em-
pacotamentos cristalinos quando submetidos a diferentes condicoes ambientais. Durante a producao
de medicamentos na industria, tem-se a aplicagcao de agcoes mecanicas sobre as formas soelidas de
farmacos, como ocorre no processo de moagem ou no processo de preparagao de comprimidos.
Essas etapas geram aumentos localizados de pressao que podem induzir transicoes de fase, pro-
duzindo fases cristalinas cujas propriedades devem ser estudadas e conhecidas. Essas diferentes
conformagoes dos farmacos sao determinantes quando se trata de suas atividades farmacolegicas
pois, apesar de o farmaco se mover em solucao atraves do corpo humano, a estabilidade das for-
mas cristalinas e importante desde o processo de produgao, armazenamento, transporte ate a forma

de administragao do medicamento a m de garantir a biodisponibilidade. Al em de ser importante



1. Introducao 2

para a biodisponibilidade e para a seguranca terapeutica, identi car a atividade das v arias formas
solidas garante protecao da propriedade intelectual, visto que cada polimorfo pode ser patenteado
separadamente [1].

Desde 2011, o Grupo de Cristalogra ada Universidade Federal de Goias (UFG) rmou umapar-
ceriacom o Laboraterio de Avaliacao e S-ntese de Substancias Bioativas (L ASSBio) daUniversidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O foco do LASSBIo e a busca por novos candidatos a farmacos
para o tratamento e controle de doengas in amat oerias, neurodegenerativas, diabetes, cancer, dentre
outras. Nesse sentido, e realizado o plangjamento racional desses novos compostos e a analise es-
trutural e farmacolegica dos mesmos. O Grupo de Cristalograa da UFG est a inserido em varios
projetos do LASSBIo, realizando a determinacao estrutural por difracao de raios X de monocristal
desses candidatos a farmacos. Alem da analise cristalogra ca de monocristais em condi¢ oes ambi-
entes, o Grupo de Cristalogra a tem se dedicado a analisar os e feitos da aplicacao de altas pressoes
em monocristais de pequenas moleculas, em sua maioria candidatos a farmacos.

Este trabalho esta dividido em 6 cap-tulos. No cap-tulo 2 sera feita uma revisao bibliogra ca
abordando conceitos basicos de cristalograa de raios X de monocristais, importa ntes para a com-
preensao dos cap-tulos subsequentes. Serao discutidos os Metodos Diretos e de como sao obtidas
relacoes de fases entre os fatores de estruturas e, tambem, metodos de re namento de estruturas
cristalinas. Abordar-se-a tambem as tecnicas de cristalograa de raios X de monocristais em al-
tas pressoes, 0s princ:pios basicos de funcionamento da DAC bem como suas componentes. Sera
feita uma discussao do metodo de uoresc enciade rubi para medida da pressao no interior da DAC,
das estrategias de coleta de dados em altas pressoes no difratometro APEX 11 DUO da Bruker e de
como e realizado o tratamento dos dados. No cap-tulo 3 sao listados os objetivos deste trabalho. No
cap-tulo 4 sera apresentada a metodologia utilizada. No cap-tulo 5 serao apresentadas as analises
cristalogra cas dos compostos LASSBio-1773, LASSBio-1774, LASSBi0-160 6 e LASSBi0-1735.

No cap-tulo 6 serao mostradas as conclusoes e as perspectivas de trabal hos futuros.



Cap-tulo 2

Revisao Bibliogra ca

A seguir sera apresentada a revisao bibliograca, na qual ser ao discutidos os tepicos importantes

para a compreensao dos cap-tulos subsequentes

2.1 TopicosdeCristalograa

O estudo da cristalogra a se iniciou com base em observac oes de minerais, particularmente da
analise de seus habitos, ou seja, da forma externa desses materiais. A partir dessas observacoes, 0s
mineral ogistas chegaram a conclusao de que a forma externa de um cristal seria a manifestacao de
uma ordem interna. Ao clivar materiais cristalinos e possvel notar que, nos fragmentos obtidos, os
angulos entre certos pares de faces permanecem inalterados. A analise da morfologia ainda hoje e
utilizada paraidenti car certos minerais| 2].

Um material cristalino e composto por moleculas, ou grupos de moleculas, que se repetem de
maneira periodica nas tres dimensoes por meio de translacoes, ou sgja, apresentam ordem de longo
alcance. Esse conceito perdurou ate adecada de 80, quando foram observados materiais que apresen-
tavam ordem de longo alcance mas nao apresentavam periodicidade. Esses materiais sao chamados
de quasicristais e apresentam simetrias que eram tidas como nao cristalogra cas at e entao. Atual-
mente, a de ni¢ ao de cristal se baseia no fato de que o padrao de difragao obtido a partir de tais

materiais e discreto, apresentando maximos de interferencia construtiva[3].
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2.1.1 Redecristalinaecedulaunitaria

Para descrever a estrutura cristalina de um material e necessario compreender como essas
moleculas estao arranjadas e distrubu-das ao longo do cristal. Para isso, de ne-se dois conceitos
fundamentais. rede cristalina e celula unitaria. A rede cristalina e uma construgcao matematica que
se mantem invariante sob translacoesdo tipo T = n;a+ n,b + nsc, sendo ny; N, e Nz numerosintei-
rose a; b e c osvetores que de nir ao estarede. Cada ponto da rede apresenta a mesma vizinhanca.
A partir dessa rede, divide-se 0 espaco em paral el ep-pedos cujas arestas sao os vetores a; b e ¢, nao
coplanares, que preencherao todo espaco por meio de translacoes. A esses paralep-pedos e dado o
nome de celula unitaria. Alem dos vetores da rede, a celula unitaria e especi cada tamb em pelos
angulosentreessevetores, , e ,sendo o0 angulocompreendido entreoseixosbec, oangulo
entreaece oanguloentreaeb. A estrutura cristalina sera entao a rede adicionada do motivo,

gue pode ser uma molecula ou um conjunto de moleculas.

Figura2.1: Representacao dos vetores e angulos que de nem ac elula unitaria

Fonte: Elaborada pela autora.

O tipo de rede e caracterizado pelo numero de pontos por celula unitaria. Se a celula unitaria

tiver somente um ponto da rede, sera uma celula do tipo primitiva e sera representada pela letra P.
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Caso hagja mais de um ponto da rede por celula, a celula sera denominada centrada. Se, alem dos
pontos nos vertices, houver um ponto no centro da celulaunitaria, esta sera chamada celula centrada
no corpo, denotada pela letra |. Caso, aem dos pontos dos vertices, houver um ponto em uma das
faces acentragem sera denotada pelaletrareferente aface naqual o ponto estasituado. Como ultimo
caso, se todas as faces tiverem um ponto em seus centros, a celula serado tipo F [4].

As operacoes de simetria completam a celula unitaria primitiva a partir da unidade assimetrica,
gue pode ser composta por umaou mais moleculas. Apes aaplicacao dessas operacoes sobre um ob-
jeto, suavizinhanga permanece invariante. Estas operagoes sao classi cadas em doistipos: pr eprias
e improprias. As operagoes proprias mantem a quiralidade do objeto enquanto que as impreprias
mudam a quiralidade [4]. Um elemento de simetria pode ser um ponto, um plano ou um exo, em
torno dos quais a operacao de simetria e realizada. Operagoes de simetria possuem a seguinte forma

geral:

X' = Rx +t = fRjtgx (2.1

onde a matriz R representa operacoes que mantem pelo menos um ponto xo e t, a parte translacio-
nal.

A partir de combinagoes entre os parametros de rede dacelulaunitaria(a;b,ce , , ), chega
se a sete sistemas cristalinos (tabela 2.1). Bravais mostrou, em 1848, que e possvel arranjar os
pontos de uma rede cristalina de 14 maneiras diferentes combinando redes primitivas e redes com
centragens de forma compat-vel com a simetria dos sete sistemas cristalinos. Essas combinagcoes

fornecem as 14 redes de Bravais.

2.1.2 Gruposde ponto

A combinagao dos elementos de simetria leva a formagao de grupos de simetria. Considerando
todos os elementos de simetria e as possvels combinagcoes entre eles, 32 grupos de simetria serao
constru-dos [4].

Existem restri¢oes quanto aostipos de eixos de rotagao que podem ser combinados. Se dois eixos
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Sistemacristalino Parametros de rede
Cubico a=b=c = = =90°
Hexagonal a=bhé&c = =090° =120°
Trigonal a=b=c = = 6&690°

ou romboedrico

Tetragonal a=bé&c = = =90°
Ortorrombico aGb&c = = =90°
Monocl-nico aGb&c = =90° &090°

Tricl-nico aG&Gb&c &€ & &90°

Tabela 2.1: Os sete sistemas cristalinos e as restri¢oes em seus parametros de rede

Fonte: Elaborada pela autora.

de rotagcao preprios se intersectam, sera gerado, entao, um terceiro eixo proprio, pois e necessario
gue a quiralidade seja mantida. Se um eixo impreprio e um preprio se combinam, o eixo gerado
devera ser improprio. Dessa forma, veri ca-se que n ao e possvel combinar tres eixos de rotagao
impreprios. Essas combinacoes devem obedecer aos seguintes axiomas da teoria de grupos [5]:

1. A multiplicagao de dois elementos do grupo e associativa.

2. Deve existir o elemento identidade no grupo.

3. O produto de dois elementos do grupo deve ser tambem um elemento do grupo.

4. Para cada elemento do grupo, deve haver um inverso, que tambem pertence ao grupo.

Esses 32 grupos de simetria sao 0s Grupos de Ponto, pois 0s elementos de simetria de cada grupo
tem, pelo menos, um ponto em comum e, apes serem aplicados, mantem pelo menos um ponto do
objeto xo [ 4]. Natabela 2.2, estao listados os grupos de ponto para cada um dos sete sistemas
cristalinos.

Desses 32 grupos, 11 sao centrossimetricos e 21 sao nao-centrossimetricos. Dentre 0s 21 grupos
de ponto nao centrossimetricos, onze sao enantiomorfos e 10 sao nao-enantiomorfos. Osonze grupos

de ponto centrossimetricos sao conhecidos como Grupos de Laue.
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Sistema cristalino Centrossimetrico Nao-centrossimetrico | Nao-centrossimetrico
Nao-enantiomorfo Enantiomorfo
Tricl-nico 1 1
Monocl-nico 2/m 2=m 2
Ortorrombico 2/m 2/m 2/m (mmm) mm?2 222
Tetragonal 4/m 2/m 2/m (4/mmm) 4mm , 4m2 422
4/m 4 4
Trigonal 32/m (3m) 3m 32=2322
3 3
Hexagonal 6/m 2/m 2/m (6/mmm) 6mm, 62m 622
6/m 6=3/m 6
Cubico 2/m 3 (m3) 23=332
4/m 3 2/m (m3m) 43m 432

Tabela 2.2: Os 32 grupos grupos de ponto distribu-dos entre os sete sistemas cristalinos

Fonte: Elaborada pela autora.

2.1.3 Gruposde espaco

Agrupando-se as 32 simetrias de ponto dos sete sistemas cristalinos condizentes com as 14 redes
de Bravais teremos 73 grupos de simetria possveis. Levando-se em consideragao as operacoes de
simetria tranglacionais (0s eixos e planos de deslizamento), obtem-se mais 157 grupos, totalizando
230 grupos de simetria, conhecidos como grupos de espaco, que estao tabulados detalhadamente na
Tabela Internacional de Cristalograa, volume A [ 6]. Os grupos espaciais foram derivados no m
do seculo X1X, pelos matematicos Fedorov e Schoen ies.

Umavez que tenham sido determinados o sistema cristalino e o grupo de ponto, e possvel deter-
minar qual parte dos dados e unica, ou sgja, que nao possui equivalentes por simetria. E fundamental
obter essainformagao no in-cio da coleta de dados, pois e necessario coletar somente a parte unica
dos dados, visto que o restante sera gerado pelas operacoes de simetria do grupo. Nos difratometros
com detectores pontuais, como o CAD-4, essa informagcao e valios-ssima pois as coletas sao muito
longas, e uma escolha errada de grupo de ponto pode signi car varias semanas a mais de tempo de
coleta

A nomenclatura do grupo de espaco e feita de acordo com a notagcao de Hermann-Mauguin e
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consiste na letra indicando o tipo de centragem da rede seguida pelos ssmbolos que indicam os
elementos de simetria. Os eixos de simetria sao paralelos aos eixos cristalinos correspondentes e 0s
planos de espelho ou de deslizamento sao perpendiculares aos mesmos. Por exemplo, no grupo de
espaco P2;/c, o grupo de espaco no qual a maioria dos compostos organicos cristaliza [7], a rede
e do tipo primitiva e os elementos de simetria presentes sao um eixo de rototranslacao 2; paralelo
ao eixo b, que por convengao e 0 eixo unico desse grupo de espaco, e um plano de deslizamento
ao longo de ¢, que e perpendicular ao eixo b. Para se obter o grupo de ponto de um dado grupo de
espaco, retira-se 0 smbolo referente a centragem darede, e substitui todos os el ementos de simetria
com componente translacional pelos seus equivalentes sem translacao. No caso do grupo P2;/c o

grupo de ponto referente sera 2/m [6].
Determinagao do grupo de espaco

A intensidade de uma re ex ao pode ser extinta devido a interferencia das ondas espalhadas
por atomos em posi¢oes relacionadas por operacoes de simetria trandacionais. Informagoes sobre
0 grupo espacia podem ser obtidas pela analise das extingoes sistematicas (re ex oes que possuem
zero deintensidade) de algumasfam-lias dere ex oes. Eixos de roto-translagao ocasionam extingoes
em re ex oes ao longo da linha axial a qual o eixo e paralelo e os planos de deslizamento provo-
cam extingoes em re ex oes no plano paralelo ao elemento de simetria, cortando a origem da rede
rec-proca. Na Tabela 2.3 estao relacionados os elementos de simetria translacionais e as extincoes

Sistematicas que eles provocam [6].
2.1.4 RedeRec-proca

Um recurso util para associar as orientagoes dos planos cristalinos e as respectivas distancias
interplanares e conhecido como Rede Rec-proca, um conceito que foi introduzido por Paul P. Ewald,

em 1921 [8]. No espago rec-proco os eixos da cela unitaria sao de nidos como vetores a ,b ec e
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Fam:liadere ex oes | Elementos de simetriatranslacional | Condi¢oes de extingao
Nenhuma P-rede primitiva Nenhuma
hkl A-rede centrada k+l=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+l=2n+1
b-planos de deslizamento k (100) k=2n+1
Okl c-planos de deslizamento k (100) l=2n+1
n-planos de deslizamento k (100) k+l=2n+1
d-planos de deslizamento k (100) k+l=4n+1
a-planos de deslizamento k (010) h=2n+1
hOl c-planos de deslizamento k (010) l=2n+1
n-planos de deslizamento k (010) h+1l=2n+1
d-planos de deslizamento k (010) h+l=4n+1
a-planos de deslizamento k (001) h=2n+1
hkO b-planos de deslizamento k (001) k=2n+1
n-planos de deslizamento k (001) h+k=2n+1
d-planos de deslizamento k (001) h+k=4n+1
[00) 2:-€eixo helicoidal ao longo de a h=2n+1
0ko 2:-€eixo helicoidal ao longo de b k=2n+1
ool 21, 4,-eixo helicoidal ao longo dec l=2n+1

Tabela 2.3: Extingoes sistematicas geradas por elementos de simetria

Fonte: Elaborada pela autora.

obedecem as seguintes relacoes:

a—b c
Y,
cC a
b—T
a b
c = v (2.2)

A cada fam:lia de planos sao associados numeros inteiros (h; k; 1), os -ndices de Miller, que sao
-ndices utilizados para identi car uma fam -lia de planos cristalinos atraves de um ponto da Rede
Rec-proca. Ostres-ndicesinteiros h, k e | correspondem ao inverso da posi¢cao fracionaria em que

o plano cristalino corta os eixos da cela unitaria convencional, conforme ilustrado na gura 2.2.
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\b b’h

o~ 2

aih

/c,hs

Figura2.2: Plano interceptando os eixos da cela unitariaem h k el, sendo h,k,l os -ndices de Miller

Fonte: Elaborada pela autora.

215 Le deBragg

A m de explicar o espalhamento de raios X por cristais em dire coes bem de nidas, W. L.
Bragg e W. H. Bragg deduziram, em 1912, uma equagao fazendo anal ogia da difracao com re ex oes
por fam:lias de planos paralelos, formados pelos pontos do ret-culo cristalino. Feixes de raios X
incidem sobre umafam:lia de planos paralelos do cristal e sofrem re ex oes de maneirasemelhante a
do espelho plano, portanto, o angulo de incidencia e o de re ex ao medidos em relacao ao plano sao
iguais. Maximos de intensidade serao observados quando ocorrer interferencia construtiva, ou sgja,
as ondas espal hadas por planos consecutivos estiverem em fase [4].

Como se pode ver na gura 2.3, considerando que a separacao entre planos sucessivos e igual a

d, veri ca-se que a diferenca de caminho entre osraios ABC e DE F, sera:
GE + EH = 2dsin (2.3)

Se aradiacao espal hada estiver em fase, a diferenca de caminho entre os feixes deve ser um multiplo

inteiro do comprimento de onda. Assim, para uma interferencia construtiva tem-se:
2dsin =n (2.9)

onde e comprimento de ondadosraios X e n e um numero inteiro. A equagao acima e conhecida

como lel de Bragg.
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Figura 2.3: Geometria da interpretacao de Bragg para a difragcao de raios X para planos cristalinos
paralelos

Fonte: Elaborada pela autora.

2.1.6 Equacoesdelaue

As equagoes de Laue exprimem a condigao para que as ondas re etidas por diferentes atomos
no cristal estejam em fase e originem um maximo de interferencia construtiva. Seja uma linha de
atomos com espacamento a, um feixe incidente de raios X dado pelo vetor S, e um feixe espalhado
dado pelo vetor S. A difragao ocorrera quando a diferenga de caminho entre os feixes difratados por

dois pontos diferentes da rede for igual aum muitlipo inteiro do comprimento de onda, ou sgja

asS aS$=a((S $=h (2.5)

Para representar a rede cristalina, sao necessarios tres vetores a, b e ¢. Dessa forma, a difracao
ocorrera somente nas direcoes que satisfacam o sistema de tres equagoes que sao de nidas como as

tres equacoes de Laue, 2.6.
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a (S S)=h
b (S )=k
c (S &) =1 (2.6)

Com base no sistema de equagoes 2.6, de ne-se um vetor que descreve adiferencade caminho entr e

Se-2a’
ﬁ "
— .,-I
So 5"
e— —
Se-a’

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

Fonte: Elaborada pela autora.

o feixe incidente e o feixe difratado, relacionando essas equacoes a rede rec-proca, que sera dado
por:

jHj=ha +kb +Ic 2.7)

sendo h, k el inteiros.

2.1.7 Propriedadese produgao dosraios X

A estrutura cristalina da materia e analisada principalmente com base na interagcao de raios
X com a materia por meio do fenomeno da difragcao de raios X. Este fenomeno ocorre quando
uma determinada onda atravessa um orif-cio de espacamento com a mesma ordem de grandeza do
comprimento de onda daradiagao incidente. Essae arazao pelaqual se utilizaraios X paraesse m,
pois o comprimento de onda destes encontra-se na faixa de interesse da cristalogra a estrutural, 0,5

a3,0 A, ointervalo que engloba todos os comprimentos de ligagao entre atomos.
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A radiacao utilizada para experimentos de difragcao de raios X por cristais pode ser produzidaem
um tubo de raios X pela colisao de el etrons com um alvo metalico. O tubo de raios X, representado
na gura 2.7, consiste de um catodo, que e um lamento aquecido de tungst enio onde os eletrons sao
emitidos e acelerados ate colidirem com um alvo metalico (usualmente feito de Cobre, Molibdenio,
Prata ou Cromo). Esse efeito da emissao de eletrons e dito emissao termionica. No interior desse
tubo e feito vacuo para reduzir a0 maximo a dissipagao de energia via colisoes dos eletrons com
moleculas do ar. A radiacao liberada pelo alvo consiste de uma mistura de um espectro cont-nuo e
de diferentes linhas intensas de comprimentos de onda bem de nidos que dependem do material do
avometalico. A intensidade dessaslinhas seraproporcional acorrente do tubo e atensao. O espectro
caracter-stico de interesse sera obtido quando os eletrons incidentes tiverem energia su ciente para
excitar um eletron dacamadaK do atomo do avo. Um eletron dacamadal. iraocupar essavancancia
e, entao, um feton deraios X seraemitido como consequenciadatransicao el etronica paraum estado
de mais baixa energia. Esse processo esta representado na gura 2.6. A energia daradiacao emitida
sera caracter-sticado material do alvo, visto que os n-veis de energiapara cada atomo sao espec: Cos,

logo o comprimento de onda da radiacao emitida sera uma caracter-stica do atomo que constitiu o

avo.
VACUO ﬁl.amentolde vidro
' tungsténio /

. e = AU £ Sm— " e, )
-q—[— ) \‘}1}
dgua fria e

" J {
— circuito elétrico
metal L. g
alvo e : )
T\
 T— — Y S

janela de berilio = raios X

Figura 2.5: Representagao esquematica 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 dependera, alem do materia do alvo, das camadas
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Eletron delletido

Emissao de
ralos X
T
- \"JI kg
. 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¢oes eletronicas no processo de producao de raios X

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

entre as quais o eletron ira transicionar. Transicoes da camada L para a camada K darao origem as
linhas caracter-sticas K ; e K , etransicoes dacamadaM paraacamadaK darao origem aslinhas
caracter-sticas K , que sab menos intensas, por isso seleciona-sea K . A radiacao de frenagem ou
bremsstrahlung consiste de uma mistura de comprimentos de onda e e produzida pela desacel eracao

dos eletrons conforme vao atravessando o material do alvo.

2.1.8 Espalhamento por uma densidade eletronica

A informagcao obtida por meio dos raios X espalhados e a distribuicao eletronica pois sao as
cargas que os espalham. O espalhamento de um atomo e 0 somaterio sobre toda a distribuicao
espacia de eletrons atomicos (nuvem eletronica). Assim, pode-se escrever a expressao para o fator

de espalhamento atomico T como aintegral:

Z
f(H)=  (Ne? "My (2.8)

\%
O espalhamento total da celula unitaria e escrito como 0 somaterio sobre as contribuicoes de
todos os atomos dentro da celula unitaria. Esta grandeza e de nida como Fator de Estrutura que e

uma fungao da distribuicao da densidade el etronica na celula unitaria, dado por:
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X _ _
F(hkl) = fie? ' kitz) — jE (hki)je' (KD (2.9
j=1
onde f; e o fator de espalhamento atomico para o j-esimo atomo na cela unitaria, com coordenadas

Xj, Yj, Zj. Osinteiros (hkl) sao os -ndices de Miller paraare ex ao ocorrendo em uma dada direcao.
O fator de estrutura e um numero complexo com uma amplitude e uma fase.

A estrutura cristalina e seu padrao de difragao sao relacionados entre si por uma Transformada
de Fourier [8]. Portanto, o padrao de difracao e a transformada de Fourier da densidade €eletronica

daestrutura. A equacao 2.11 descreve a densidade eletronica.

x
F(hkl) = fe? 'a+kyitiz) (2.10)
j=1
1< ;
(xy2) = JF(hkDje 2 ixrky+iz) (2.11)

hkl
A equacao 2.10 e utilizada para calcular o padrao de difragao esperado paraa estruturamodelo e,

entao, ser usado durante o re namento da estrutura cristalina c omparando com o padrao de difragao
observado. Esses valores encontrados sao os Fatores de Estrutura Calculados, F.(hkl). Essaequagcao
descreve, matematicamente, a amplitude observada quando os raios X sao difratados por um cristal.

Analisando aequagcao 2.11 veri ca-se que e possvel encontrar os maximos de (xyz) por meio
de uma varredura sobre todos os valores medidos de h; k e | e fazendo peguenos incrementos nos
valores de x;y e z mapeando, assim, todo o0 espago da celula unitaria. O resultado nal ser a um
mapa de densidade eletronica no qual 0s maximos corresponderao as posi¢oes atomicas. Esse pro-
cedimento e conhecido como S:ntese de Fourier [9]. O principal problema naresolugcao de estruturas
cristalogra cas, e que os dados dispon-vels para a analise sao somente as intensidades do espectro
da difracao de raios X pelo cristal e, destes valores, obtemos apenas os medulos dos Fatores de
Estrutura. 1sso e um fator limitante para a resolucao de estruturas porgue impossibilita o calculo da
funcao de densidade eletronica por meio da S:ntese de Fourier com a ausencia das fases, que nao

sao diretamentes medidas durante o experimento. Esse problema e conhecido como o Problema das
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Fases na Cristalograa. Um dos m etodos mais utilizados para se resolver esse problema sao os cha-
mados Metodos Diretos que, devido a robustez, em termos computacionais, € e ¢ acia, € 0 metodo

correntemente utilizado para solugao de estruturas de pequenas moleculas.

2.2 Determinacao e renamento de estruturascristalogr a cas

Esta secao tratara de topicos rel acionados ao metodo de determinagcao de estruturas que foi utilizado
neste trabalho, os Metodos Diretos, e ao re namento dos dados obtidos apresenta ndo, tambem, os

fatores residuais usados para veri car a qualidade dos resu |tados obtidos.

2.2.1 MetodosDiretos

O termo Metodos Diretos e usado para descrever a determinacao da estrutura molecular dire-
tamente a partir das intensidades da radiagao difratada sem nenhum conhecimento previo das fases.
Ele parte da hipetese de que as fases nao foram realmente perdidas no processo de medida, mas
estao ocultas nas relacoes entre intensidades medidas dos fatores de estrutura.

Os primeiros passos no desenvolvimento dos Metodos Diretos foram dados por David Harker
e John Kasper em 1948, quando eles mostraram que existiam relacoes de desigualdade entre os
fatores de estruturae que taisrel acoes forneceriam informagoes arespeito dasfases. Baseando-se nas
relacoes entre as amplitudes e as fases e nas desigual dades desenvolvidas por Harker e Kasper, Karle
e Hauptman (1950) desenvolveram tambem rel acoes probabil -sticas entre estas desigual dades [ 10].

Os Metodos Diretos se baseam nas hipeteses de que a densidade eletronica e sempre positiva,
discreta e considera os atomos como possuindo fatores de espalhamento similares, o que e veri cado
para a maioria dos compostos organicos que apresentam atomos semelhantes em termos de seus
nLMmeros atomicos.

O fator de espalhamento atomico tem dependencia com a variagao de sin = conforme esta
ilustrado na gura 2.7, mas o interesse e encontrar as posi coes atomicas sem detal hes da distribuicao
da densidade €eletronica. Dessa forma, sao de nidos dois fatores de estrutura que n ao levam em

conta aforma do atomo. Sao eles os fatores de estrutura unitario e normalizado [10].
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0 02 04 06 08 10 12

(sin &)/A
Figura2.7: Dependenciado fator de espalhamento atomico f comsin = . Representacao quantita-

tivade f para aguns atomos t-picos em estruturas cristalinas

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

Fatores de estrutura unitario e normalizado

Esses fatores de estrutura consideram os atomos como pontuais e fazem com que o tratamento

estat-stico sgjamais ssimples. Sgja:
hx +ky+lz=H r (2.12)
O fator de estrutura dado na equagao 2.10 pode ser reescrito como:

X .
F(Hy = fje2'®n (2.13)
j=1

Entao, o fator de estrutura unitario, cujo valor maximo e 1, e de nido como:

X _
UH) = PFN(L) = n;e? '™0 (2.14)

j=1"] j=1

onde n; e o fator de espalhamento unitario, dado por:

Ny = Py— (2.15)
j=1 fj

Outra de ni¢ ao importante nesse modelo, e o fator de estrutura normalizado, E (H), dado por

_ F(H)
E(H) = ( er:le)lzz (2.16)
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onde eum inteiro que representa a multiplicidade da simetria do grupo espacial sobre as intensida-
des.

No modelo que utiliza os fatores de estrutura normalizados, considera-se os atomos pontuais,
sem vibracao termica, alem de nao levar em consideracao o efeito do angulo de espalhamento.
Quando todos os atomos sao considerados identicos, o fator de espalhamento unitario se reduz a

1=N, onde N e o0 numero de atomos na cela unitaria.
Desigualdades de Har ker-K asper

No calculo das desigualdades [10], duas importantes propriedades da densidade eletronica sao
levadas em consideragao: asuapositividade e asimetriaesfericados atomos. Com base nas desigual-
dades de Cauchy-Schwarz, e possvel obter outras desigualdades utilizando os fatores de estrutura
unitarios. Pelaequagcao 2.14 e assumindo que a estrutura e centrossimetrica, portanto todos o fatores

de estrutura serao reais, tem-se que:

X
UH) = njcos2 (hx; + Kky; + 1z;) (2.17)
i=1
gue pode ser reescrita como:
Xp_p
UH) = n;' njcos2 (hx; + ky; + Iz;) (2.18)
j=1

A desigualdade de Cauchy-Schwarz e dada por:
X o > . > ,
T 17 R Y o R (2.19)
j J j

P
Identi cando a; = pn_j, bj = pn_jcosz (hx; +kyj +1z;) e ajbj = U(H), tem-se:

X X
jU (H)j? nj  njcos’2 (hx; + Kky; + 1z;) (2.20)

j

N

P
Sabe-seque . nj =lecos® = %(1 + c0s2 ), entao:

i
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, <n
U(H) ?(1 +cos2 2(hx; +ky;j +1z;))

[

> >
nj+  njcos2 2(hx; +ky; + 1z;)
| i

) U(H)? %(1+—U(2H)) (2.21)

U(H)?

N =

Sendo a magnitude e o sinal de U (H) conhecidos, a unica incognita sera a fase de U (2H), que
sera escolhida de modo a obedecer a desigualdade. Para que a fase de U(2H) que de nida sem
nenhuma duvida, a intensidade U (H) deve ter um valor elevado comparando-se com as demais
re ex oes. Como nesse tipo de abordagem lida-se com cristais centrossimetricos, 0s SinaisS possveis

serao +1 parafasedeO0 e 1 parafasede

| nvariantes e seminvariantes de estr utura

Se a estrutura for centrossimetrica, a origem e de nida no centro de invers ao. Caso contrario,
o elemento de simetria de mais alta ordem e tomado como origem. Para certos conjuntos de fa-
ses, quando a origem for transladada para pontos equivalentes por simetria, as fases sofrerao uma
variagao de um multiplo inteiro de 2 , o que e uma mudanga trivial. Tais conjuntos de fatores de
estrutura sao 0s semi-invariantes de estrutura. Todavia, existem certos conjuntos de fases que nao
mudam, independente da escolha da origem. Estes sao os invariantes de estrutura [11].

Como exemplo, consideremos 0 seguinte produto triplo:

FO(Hl) FO(HZ) FO(H3) =jF(H1) F(H2) F(Ha)j

expi[ (Hy)+ (H2)+ (Hs3)l 2 i[((Hy) + (H2) + (H3)) r]
(2.22)

Para que os dois lados dessa equacao sgjam iguais, nao importando para qual vetor r’, devemos
ter

H1+H2+H3:0
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ou

H1+H2: H3

Conclui-se, a partir dessa relagao, que o conjunto de fases (Hy) + (Hy) + ( Hy Hy)
nao depende da escolha de origem. Esse conjunto recebe o nome de invariante triplo de fase. Se
as re ex oes envolvidas nesse produto possu-rem atos valores de jJE (H)j, entao a probabilidade de
gue o sinal resultante do produto desse tripleto seja positivo e grande, para 0 caso de estruturas

N : P
centrossimetricas. A relagcao que decorredissoea  ,, dada por:

s(F(Hy)) s(F(Hz)) s(F( Hi Hz)) + (2.23)

onde s(F (H)) representao sinal deF (H) e  signi ca provavelmente igual.

P
Outrarelacao de sumaimportanciae afermula  ,, dada por:

. 1 1 _ . .
p+(2HjH) = 7 + - tanh 2—3?2 IECH)GEM)? 1) (2.24)
2

gue diz a probabilidade de que E(2H) sga positivo dadas as magnitudes de E(H) e de E(2H).

F)
Nessaequagao, n = ;Zj', onde Z;j e 0 numero atomico do j-esimo atomo [9].
Equagao de Sayre

Em 1952, Sayre demonstrou que, para estruturas nas quai s 0s atomos nao diferissem muito em
numero atomico e tivessem posi coes bem de nidas, afung ao de densidade eletronica, (r), apresenta
picos nas mesmas posicoes que tal funcao ao quadrado [9]. Dessaforma, sgja

X

1 _
(=  F(Hye 20
H

entao

1 XX _
’(n) = 7z F(Hy)F (Hp)e 2 Hi+H2) 1] (2.25)

Hi H2

Denindo H = H; + H,, pode-se reescrever a equacao 2.25 como

< _
2ny== = F(H Hy)F(Hpe 21HD (2.26)
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gue pode ser vista como uma serie de Fourier com coe cientes
1 X
G(H) = v FH)F(H Hy) (2.27)
Hi

Alem do mais, G(H) pode ser visto como um Fator de Estrutura. Ent ao da mesma forma que
>x<
FH)=f & '¢iD

podemos escrever

x<
G(H) =g e2 i(Hr)
i
Dividindo as expressoes anteriores uma pela outra, teremos

>

GH) = SFH) =7 FHIF(H Hy)
f X< "
FH) = g_V F(H)F(H Hy) (2.28)

Hi

Essa e a equagcao de Sayre. Se F (H) tiver um valor alto, entao a serie tendera a um sinal bem

denido (+ ou -). Dessaforma:

s(F(H)) s(F(H1) s(F(H Hy) (2.29)
Fermula da tangente

E sabido que o fator de estruturae um numero complexo e pode ser escrito naformaF(H)=A(H)+iB(H).

Portanto:

I(F(H))

tn (M) = REmY

Utilizando a equacao de Sayre, podemos escrever:

P
10 v, F(HY)F(H  Hy))

e =L FH) FH HY)

(2.30)

_ s (F(H)F(H  Hy))sin( (H)+ (H  Hy))
tan (=P ") FEAY)cos( (F)+ (H Hy) (2:31)

A equacao 2.31 e a chamada fermula da tangente. Se os fatores de estruturadasreex oesH; e

H H; tiverem valores altos, a soma de suas fases, assumindo que elasjatenham sido determinadas,
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fornece aproximadamente afasedare ex ao H, que agorapode ser utilizada na aproximagao de novas
fases. Conforme novas fases sao determinadas, todas as fases conhecidas sao permutadas utilizando

afermuladatangente. Esse processo e repetido ate que todas as fases tenham sido determinadas[4,9]

M etodo da adicao ssmbelica

Com aorigem xada, e possvel determinar algumas fases iniciais. Fases adicionais receberao
smbolos, + ou -, No caso centrossimetrico e receberao valores numericos, como por exemplo =4,
3 =4, etc, no caso nao-centrossimetrico. Com esse conjunto inicial de fases e possvel, utilizando
a fermula da tangente, expandi-lo e obter conjuntos maiores de fase, que servirao de base para o

calculo de mapas de densidade eletronica[9].

Figurasde merito para asfases

Uma vez que tenha sido obtido um conjunto inicia de fases, sua con abilidade e testada utili-
zando as guras de m erito, que mostram o quanto tal conjunto satisfaz a fermula da tangente ou a
equacao de Sayre, por exemplo. Uma gura de m erito que testa a con abilidade dasfases eaR

dada por: P _
ngH) h (H)i
S, h (H)i

ondeh (H)i e o valor medio das fases. Portanto R indica o quanto afase (H) desvia do valor

R =

(2.32)

esperado. Dessa forma, quanto menor o valor de R , melhor sera o conjunto de fases proposto.
Outra gurade m erito importante que veri caaconcord anciaentre a estrutura proposta e a estrutura

real e o -ndiceresidua Rg de nido como:

F)
h Ecalcl
Re = H Eobs _calc 2133
E N o (2.33)

onde E,s € o fator de estrutura normalizado observado e h E.5 1 € amedia dos fatores de estrutura
normalizados calculados. Para que 0 modelo seja satisfatorio Rg deve apresentar um valor preximo

de zero [4].
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2.2.2 Renamentodeestruturascristalogr a cas

Com as fases xadas, pode ser calculado o mapa de densidade ele tronica utilizando a equagao
2.10. Como coe cientes, pode-se utilizar jFoss), jFcarc), JERJ, dentre outros, onde Fqps € 0 fator de
estrutura observado, F.qc € 0 fator de estrutura calculado e E e o fator de estrutura normalizado.
Os picos encontrados no mapa que utiliza jEj como coe ciente servem para de nir coordenadas
iniciais para a estrutura, visto que nesse calculo os atomos sao puntiformes e os picos terao uma
forma mais bem de nida. Um mapa de especial interesse e o que utiliza como coe cientes jFqps
Fcaicj. Esse e 0 mapa Fourier diferenca e tem como nalidade encontrar pa rtes da estrutura que
ainda nao foram determinadas, identi car erros na estrutura propo sta e, umavez que 0s atomos nao-
hidrogeneides tenham sido encontrados, veri car Se 0 mapa gerado n ao possui picos remanescentes.
O calculo com Fq,s fornece a densidade eletronica do cristal com a precisao do experimento [8].

Uma vez que todos os atomos nao hidrogeneides tenham sido encontrados o modelo proposto
deve ser re nado. O re namento e realizado com o objetivo de obter parametros atomicos mais pre-
Cisos gque 0s do modelo inicial, tais como posicoes atomicas e parametros de deslocamento termico.
O objetivo e melhorar a concordancia entre o modelo proposto e os dados coletados. No nal do

re namento, o mapa Fourier diferencan ao deve conter nenhum pico ou buraco signi cativos.

Re namento pelo m etodo dos m-nimos quadr ados

Os problemas que surgem na cristalograan ao sao lineares, 0 que impede a solucao direta dos
parametros. Uma solugao e fazer uso da expansao em series de Taylor, visto que fungoes como seno
e cosseno podem ser expandidas em termos de series de potencias. Nesse metodo, um conjunto de
fatores de estrutura e calculado por meio de Transformada de Fourier apartir do modelo atomico [4].
As intensidades calculadas sao entao comparadas com as intensidades medidas. O melhor modelo

iraminimizar afuncao:

>
S = W(j I:02ij chzalcj)2 (2-34)
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onde ! e um fator de peso dado por:

1
VT Ry @y P (239

onde P = (F3, + 2F2,.)=3, aeb sao parametros de gjuste.
Fatoresresiduais
A convergencia do re namento e julgada por fatores residuais que devem ser minimizados a

cada ciclo. Esse fatoresirao mostrar o quanto o modelo concorda com os dados [12].

Os fatores residuais utilizados sao:

P -
=2 =2 \2 1=2
WR2 — W(‘E)bsj' 2] Fcalcj) (236)
W) I:obsj

P . . ..
R = J] Flgbsj J l:calc]]
j I:obsj

(2.37)

epor m,
P 1=2
W(Fozbs Fczalc)2

n p

onde n e 0 numero de re ex oes unicas por simetriae p, o numero de parametros re nados. O fator

Goof =

(2.38)

residual Goof, goodnessof t, indicaaqualidade do guste e depende tanto da diferencaentre valores
observados experimental mente e cal culados quanto dos numeros de parametros e dados observados
eseu vaor nal dever aser proeximo de 1. Para um bom conjunto de dados, os fatores residuais wr?2

e R devem ser menores que 0,15 e 0,05 respectivamente [12].

2.3 Topicosde Cristalograa dedifra¢c ao deraios X por mono-
cristais em altas pressoes

A criagao da Diamond Anvil Cell (DAC), gura 2.8, em 1958, foi decisiva para o desenvolvi-
mento das pesquisas em altas pressoes. Essa camara foi desenvolvida no National Bureau of Stan-

dards[22] efoi utilizada inicialmente para estudos microscoepicos e de infravermelho. Os primeiros
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estudos cristalogra cos em altas press oes foram feitos em 1960 sendo que, inicialmente, foram es-
tudados materiais policristalinos dada a di culdade em enc apsular cristais e |-quidos na DAC.

Com o desenvolvimento da junta metalica [13] e, em 1973, com a invengao da versao em mi-
niatura da DAC, do tipo Merrill-Bassett [14], varios avangos foram feitos em cristalogra a de raios
X de monocristais. A junta metalicafoi projetada para ser colocada entre os dois diamantes e serve
COmo um porta-amostras evitando a extrusao dos cristais. Um outro desenvolvimento que merece
destaque e 0 uso do |-quido transmissor de pressao. Esse |-quido e colocado, simultaneamente com
a amostra de interesse, no or- cio da junta met alica, tendo a fungao de manter a hidrostaticidade
do meio. Como a pressao hidrostatica e um parametro termodinamico, os resultados obtidos sob
tais condicoes para um dado material podem ser comparados com valores teericos. O problema e
gue, apes um certo valor de pressao, 0os uidos se vitri cam produzindo uma situa¢c ao na qual a
pressao deixa de ser homogenea, 0 que pode levar a anomalias nos resultados obtidos que podem
ser atribu-dos, erroneamente, a novos fenomenos f-sicos. Por essa razao e essencial conhecer 0
limite de hidrostaticidade do meio transmissor de pressao a ser utilizado no experimento. A mis-
tura de metanol-etanol-agua na proporcao de 16:4:1 e bastante utilizada como meio transmissor de
pressao e varios estudos mostraram que a quasi-hidrostaticidade e mantida ate 14,4 GPa. Outro
meio transmissor utilizado em condigoes moderadas de pressao e a mistura metanol-etanol (4:1)
(10,5 GPa) [15].

As interagoes intermoleculares entre os constituintes de um solido cristalino determinam o ar-
ranjo tridimensional da rede. Esse arranjo, por sua vez, determinara diversas propriedades desse
solido. Uma vez que a estrutura tridimensional varie, as propriedades f-sicas e qu-micas serao al-
teradas. Uma forma de modi car o modo como as mol eculas interagem entre si e por meio da
aplicagcao de pressao e, utilizando as informagcoes do arranjo tridimensional na nova condigao ter-
modinamica, e possvel obter novas propriedades. Para selidos de interesse farmaceutico, a pressao
representa um ponto fundamental em diversas etapas da produgao do medicamento. Por essa razao
e fundamental descrever o comportamento da molecula em questao, pelo menos no intervalo de

pressao e temperatura a ser utilizado no processo industrial. As pressoes geradas no processo de
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Figura 2.8: Primeira camara de bigornas de diamante

Fonte: National Bureau of Standards

producao de comprimidos estao no interval o de 40 a 200 M Pa mas sao aplicadas durante um per-odo
de tempo muito curto, geralmente menor que 1 segundo [16].

Para a industria farmaceutica, identi car os v arios polimorfos de cada farmaco e essencia pois
a solubilidade pode variar bastante entre cada uma das formas e a biodisponibilidade e dependente
da dissolugao da capsula no alvo desgjado. Se um cristal possui varios polimorfos, e necessario
um esforgo paraidenti car e testar 0 maior n umero possvel destesa m de garantir a atividade te-
rapeutica e reduzir potenciais riscos. Durante muito tempo, avariagao das condi¢oes de cristalizacao
foi aunicamaneirade se obter polimorfos mas, com a DAC, maisumavariavel termodinamicasetor-
nou acessvel, possibilitando obter polimorfos por meio davariacao, tambem, dapressao. Valefrisar
gue nao e poss:vel garantir que foram encontrados todos os polimorfos de uma dada substancia, in-
dependente da quantidade de condi¢oes f-sicas e qu-micas as quais tal substanciafoi submetida[17].
Dependendo de quao rapidamente ocorre a compressao ou descompressao ou, ainda, de quanto

tempo a amostra permanece em uma dada pressao diferentes polimorfos podem ser obtidos paraum
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mesmo composto [18].

Sob aplicagao de pressao, e possvel ocorrer duas situacoes. reconstrugao estrutural da rede
cristaling, levando a uma nova fase, ou uma distorcao cont-nua dentro dos limites de estabilidade
da mesma fase. Pelo princ-pio de Le Chatelier e possvel compreender o que ocorre no sistema
guando uma pressao e aplicada: a mudanga no equil-brio ocorre em favor do estado que ocupe
menor volume. A primeira resposta estrutural a pressao aplicada e a reducao dos espacos vazios
entre as moleculas. Em seguida, ocorre o encurtamento das interacoes intermol eculares, como por
exemplo ligacoes de hidrogenio, van der Walls, C-H... , assm como mudangas na conformagcao
molecular, caso hgja exibilidade conformacional [ 19]. O empacotamento se torna mais denso e,
em pressoes muito elevadas, ocorre a desestabilizacao de ligagoes intramoleculares. Alem disso, a
compressao e altamente anisotropica pois depende do empacotamento cristalino. O benzeno, por

exemplo, se torna polimerico a uma pressao entre 24 a 30 GPa [20].

2.3.1 Calibracao da pressao utilizando uoresc encia derubi

Ate 1971, a DAC nao havia sido totalmente aceita por muitos cientistas devido a falta de um
metodo con avel, rapido e e ciente para a medida da press ao no interior da camara. Essa di cul-
dadefoi devida, principa mente, ao tamanho reduzido dacamara, o quedi cultavaamedidadiretada
pressao. Ate entao, utilizava-se arazao entre forca aplicada e area para se inferir a pressao na amos-
tra. Mas tal medida era muito imprecisa dada a di culdade em p redizer como os componentes da
DAC se deformariam para uma dada forca aplicada. Outra tecnica utilizada era a analise da equacao
de estado de um dado material (NaCl, CsClI, SiO,, etc.), obtida a partir do seu difratograma de
policristais ou, ainda, a mudanga nos parametros de rede desses compostos quando submetidos a
pressan. Essa ultima tecnica era um pouco mais precisa que a primeira, porem consumia muito
tempo, o que tirava a con abilidade da medida | a que muitos fatores poderiam alterar as condicoes
nas quais se assumia que a medida estava sendo realizada [21]. Logo, a utilizagao da DAC cou
restrita aos laboraterios de geologia, pois o principal interesse era reproduzir alt-ssimas pressoes a

m de simular 0 ambiente no interior da Terra ou de algumas est relas, e nao obter um valor preciso
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para a pressao.

A solugao para este problema veio quando um grupo de cientistas do National Bureau of Stan-
dards, em 1971, considerou realizar as medidas de uoresc encia para veri car a depend encia da
pressao para varios materiais, tais como Al,O3 : Cr3* (Rubi) e Y AlO;. Todos esse materiais mos-
traram que a uoresc encia tinha dependencia com a pressao, porem o rubi Se mostrou como 0 mais
promissor devido ao fato de suas linhas principais de uores cencia serem intensas e bem de nidas
alem de a dependencia ter se mostrado linear ate cerca de 20 GPa, gura 2.9. A pressao e tempe-
ratura ambiente, alinha R, do dubleto de uoresc encia do rubi apresenta um comprimento de onda
de cerca de 694,2 nm. Piermarini et al. (1975) compararam o espectro de difracao do NaCl e o
deslocamento da posicao do pico de uoresc encia R1 do rubi em funcao da pressao e estabeleceram

uma escala de pressao baseada no espectro de uoresc encia do rubi, dada pela equacao:

P (Gpa) = 0:2274( o) (2.39)

onde e o comprimento de ondadalinhaR; do espectro de uoresc enciado rubi apressao P e
o 0 valor equivalente a pressao ambiente [23].

Logo, a equagcao 2.39 fornece uma relagao quantitativa entre a pressao aplicada e a variagao no
comprimento de onda da emissao dalinhaR.

Alem de possibilitar a medida da pressao no interior da DAC, a uoresc encia de rubi fornece
tambem informagoes a respeito da hidrostaticidade do meio, pois a largura dos picos do dubleto
aumenta quando o rubi e submetido a condicoes de nao hidrostaticidade. Esse estudo de Piermarini
et al. (1975) mostrou que uma quantidade muito pequena de rubi no interior da camara, cerca de
1 por cento do conteudo, ja seria su ciente pararealizar a medida da press ao. A partir de entao, a
tecnicade uoresc encia utilizando cristais de rubi comegou a ser largamente utilizada em diversos

tipos de experimentos em altas pressoes.
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Dependéncia da fluorescéncia do rubi com a pressao
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Figura 2.9: Evolugao do dubleto de uoresc encia do rubi com a pressao

2.3.2 Analisedos efeitos de pressoes hidrostaticas em monocristais utilizando
tensores de Strain
De maneira geral, a rede cristalina apresenta um comportamento anisotrepico quando sub-
metida a atas pressoes. A analise desse comportamento nos fornece informagoes a respeito de
mudangas estruturais do arranjo supramolecular. A partir da observagao da variagcao dos parametros
de rede com 0 aumento da pressao e do empacotamento em pressao ambiente e possvel inferir
possvels rearranjos supramolecul ares.

Uma maneira de realizar essa analise e por meio de tensores de strain, que sao tensores de
segunda ordem, que descrevem as mudangas relativas nas posicoes de pontos em um corpo sob
deformacaon. Realizar essa analise signi ca determinar a orientac ao e a magnitude do strain, alem
deidenti car algum poss -vel padrao na sua variagao caracterizando, assim, as mudangas no volume
e naformado corpo em questao. Sob pressao hidrostatica, um certo elemento de volume esferico de
raio unitario no cristal se deformaraem um elipseide, chamado de elipsoide de strain. Osvalores dos

€iXos principais desse elipsoide e suas orientacoes com relagcao aos eixos cristalogra cos fornecer ao
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informagoes sobre poss-veis modi cac oes nas interacoes intermoleculares [24].
As componentes do tensor de strain sao relacionadas ao vetor deslocamento u; que conecta a
posicao de um ponto x; antes da deformagcao a sua posicao apes a deformacao, ou seja, as compo-

nentes do tensor de strain e;; sao de nidas como:

_ Ou;

e = — 2.40
onde U; = uy; Uy; U, €Xj = X;Y; Z.
Naformamatricial, o tensor de strain e escrito como:
2 3
€11 €12 €13
e=4 €21 €220 €23 S
€31 €32 €33
O tensor de strain e simetrico, ou sga:
1 Qu; | Ou;
e = @eii = — - 4 - = 241
SN2 ax ex (241)

Os elementos dadiagonal principal descrevem distorcoesin nitesimais relacionadas a mudangas
no volume, sgja compressao Ou expansao, engquanto que os elementos fora da diagonal principal,
chamados de shear strain, descrevem distorcoes devidas a mudangas nos angulos entre os vetores

dabase.



Cap-tulo 3

Objetivos

Este trabalho visa desenvolver as ferramentas basicas para a difracao de raios X em atas
pressoes utilizando a DAC, incluindo todo o aparato de preparacao da camara de alta pressao e
adaptacao do difratometro APEX 11 DUO da Bruker para esse tipo de coleta de dados, alem de
compreender as etapas de tratamento dos dados e analise da estrutura cristalogra ca de f armacos
e precursores de farmacos submetidos a condicoes extremas de pressao. Objetiva-se veri car a
ocorrencia de transi¢oes de fase cristalina para esses compostos realizando-se medidas em diversas
pressoes, estabelecendo as condi¢coes nas quais as transicoes ocorrem. Essa informagao e valiosa
para a industria farmaceutica pois, durante a moagem ou durante o preparo de comprimidos, por
exemplo, podem ocorrer aumentos localizados de pressao induzindo transicoes de fase, gerando um
composto indesejado.

Paralelamente as medidas em altas pressoes, objetiva-se tambem realizar aanalise cristalogra ca

de compostos ineditos, candidatos a farmacos, em condi¢oes ambientes de pressao e temperatura.
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Cap-tulo4

M etodologia

A determinagcao de estruturas moleculares por meio de difracao de raios X por monocristais e
uma etapa importante no desenvolvimento de novos materiais das mais diversas categorias, especial-
mente farmacos. E nessa etapa que a estrutura tridimensional e determinada de maneirainequ-voca.
Sob a etica daimportancia dessa tecnica, faz-se necessario frisar a necessidade de fazer uma escolha
sensata de amostras a serem utilizadas no experimento, se atentando para a qualidade dos monocris-
taisa m de obter o m aximo de qualidade possvel nos dados obtidos. Amostras ruins e estrategias
de coleta mal estabelecidas fornecerao, obviamente, dados de qualidade baixa. Nesse caso, mesmo
0 melhor software de processamento nao sera capaz de integrar esses dados adequadamente.

Esta segao tratara de topicos rel acionados ao processo de cristalizacao e selegao de amostras para
o0 experimento de difragao de raios X por monocristais, a coleta e processamento de dados obtidos,

bem como as etapas de preparacao para coletas em altas pressoes.

4.1 Crescimentodecristais

A gqualidade dos monocristais e a parte crucial no sucesso do experimento de difracao de raios

X. Um cuidado especial deve ser tomado nessa etapa de modo a garantir a obtencao de monocristais
adequados.

Cristais que crescem muito rapidamente tem grandes chances de apresentarem defeitos narede.

Assim, para 0 metodo escolhido de cristalizacao, deve-se levar em conta esse detalhe promovendo

um processo mais lento de cristalizagao.
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A tecnica de cristalizagcao mais comum e a tecnica de evaporacao lenta do solvente. Para sua
execucao prepara-se uma solugao muito prexima da supersaturacao de tal forma que, umavez inici-
ada a evaporagao, esse estado saturado sera alcangado e a cristalizacao tera condigoes de iniciar. E
importante garantir que nao restaram part-culas em suspensao ha solugao pois as moleculas podem
se ligar a esses fragmentos formando um material amorfo.

Durante a preparacao das amostras para a coleta de dados e necessario avaliar se a integridade
da amostra e mantida apes a mesma ser retirada da solugcao. Muitas amostras sap sensveis ao ar
e se degradam rapidamente quando estao fora da solugcao. Em outras situacoes, moleculas do sol-
vente utilizado na cristalizacao fazem parte da rede cristalina. Em temperatura ambiente e fora da
solugao, essas moleculas evaporarao, especialmente se o solvente utilizado for muito volatil (como
por exemplo hexano e clorofermio), deixando vacancias na rede fazendo com que o cristal se torne
inadequado para o experimento. Nesses casos 0 monocristal colapsara perdendo sua monocristalini-
dade se tornando policristal ou ate mesmo um material amorfo [25].

Nesses casos, deve-se coloca-las imediatamente em oleo mineral, de modo a criar um Ime
protetor, ou ainda submete-las a baixa temperatura imediatamente, reduzindo ao maximo o tempo
de contato com o ar ou com atemperatura ambiente.

Os monocristais utilizados neste trabalho foram obtidos pela tecnica de evaporacao lenta do sol-
vente. Os solventes utilizados nos diversos ensaios realizados foram: metanol, etanol, isopropanol,
diclorometano, DM SO e clorofermio.

Na gura 4.1 tem-se a representacao esquematica do processo de evaporacao lenta e na gura

4.2 umafoto de algumas cristalizacoes feitas no laboraterio.

4.2 Coleta e processamento de dados

A coleta de dados de difragao de raios X foi realizada no Laboraterio de Cristalograa da
Universidade Federal de Goias utilizando o difratometro APEX || DUO da Bruker, que e um di-
fratometro de quatro c-rculos de geometria KAPPA, cujo esquema esta ilustrada na gura 4.3. A

radiacao difratada e coletada em um detector CCD.
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Figura4.1: Representacao esquematica do metodo de evaporagcao lenta

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4.2: Aparatos para execugcao do metodo de evaporacao lenta

Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados foram coletados a temperatura ambiente (293 K) utilizando radiacao de molibdenio
(Mo-K =0.71073 A), 0 processo de integracao de dados foi realizado com o pacote de programas
SAINT da Bruker [26], as corregcoes por absor¢ao foram feitas com o0 SADABS [27] e as estruturas
dos compostos em pressao ambiente foram resolvidas e re nadas usando o pacote de pr ogramas

WINGX [28].
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Figura4.3: Geometria KAPPA do goniomentro do difratometro APEX || DUO

Fonte: Manual KAPPA Series || Goniometer - Bruker.

4.3 Apresentacao da camara de bigornas de diamante (DAC)

A ferramenta comumente utilizada para estudar propriedades de solidos e |-quidos em atas
pressoes e a camara de bigornas de diamante (DAC). Neste projeto utilizamos uma DAC do tipo
Merrill-Basset, gura 4.4. Neste equipamento, a amostra e colocada entre as duas extremidades
lapidadas do diamante e submetida a alta pressao quando esses dois diamantes sao colocados juntos.

A DAC e um dispositivo simples, pequeno e capaz de gerar as mais altas pressoes hidrostaticas
(100 GPa) acangcadas em laboraterio [29]. A DAC consiste de dois diamantes com peso de
1/8 a 1/3 carats (1 carat = 0,2 g), com suas extremidades polidas paraelas e posicionadas opostas
entre si. Originalmente, os diamantes eram montados em discos de ber:lio, visto que esse material e
praticamente transparente aosraios X ( ge = 0;0048mm 1), mas os feixes que passam pel os discos

de ber-lio aumentam o ru-do no padrao de difracao, produzindo aneis de difragcao caracter-sticos
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Figura 4.4: Camara de bigornas de diamante do tipo Merrill-Bassett utilizada neste trabalho

Fonte: Elaborada pela autora.

de policristais, alem de o ber:lio ser um material altamente texico. Atualmente, os diamantes sao
montados em discos de tungstenio ou de ago. Porem esses material's sao opacos aosraios X. Logo, ao
inves de contaminar o padrao de difracao, como ocorriano caso dos discos de ber:lio, eles bloqueiam
grande parte do espaco rec-proco. Umaalternativafoi produzir acamara com um angulo de abertura
maior.

O diamante e utilizado para a construcao da DAC devido a sua dureza, resistencia a abrasao,
baixo coe ciente de absor¢ ao linear para raios X ( giamante = 0;202mm 1) e boa transparencia
parao ultravioleta, infravermelho e luz visvel, permitindo avisualizacao daamostra, o quefacilitao
processo de centragem no momento de aquisicao de dados, alem de permitir arealizacao de diversas
medidas espectroscopicas. As faces planas dos diamantes tem um diametro de cerca de 0,6 mm.

Esse diametro pode ser feito menor caso haja a necessidade de se aumentar ainda mais a pressao.



4.3.1 Producao da junta metalica 37

O princ-pio basico de funcionamento da DAC e simples e esta representado na gura 4.5. Uma
grande forga e aplicada em uma pegquena area, 0 que gera a alta pressao. Por essarazao, e hecessaria
uma quantidade muito pequena de amostra, da ordem de microgramas, para se realizar a medida.
Essa forca e fornecida por meio de tres pequenos parafusos que unem os dois discos metalicos,

permitindo tambem o alinhamento dos diamantes.

AMOSTRA + !!!/ \!!!

MEIO DIAMANTE

TRANSMISSOR
DE PRESSAO

< DIAMANTE

<« SUPORTEDO

T

ACESS0 OPTICO

Figura4.5: Representacao esquematica da camara de bigornas de diamante

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.1 Producao dajunta metalica

A junta metalica foi utilizada pela primeira vez na DAC por Van Vakenburg (1962) [13]. A
junta metalica, usualmente feita de aco inoxidavel, e posicionada entre os dois diamantes formando
uma cavidade cil-ndrica na qual a amostra e colocada juntamente com o |-quido transmissor de
pressan. Alem de servir de contencao para a amostra, a junta tambem fornece sustentacao lateral
para os diamantes, evitando tensoes que poderiam levar a ruptura dos mesmos. E possvel produzir
orif-ciosquevariamde20 ma500 m. Geralmente, o orif-cio tem cerca de metade do diametro da
face plana do diamante. O eletrodo submetido a alta voltagem e posicionado sobre a junta metalica

gue caimersaemum | -quido dieletrico.
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Inicialmente se prepara a junta a partir de uma lamina metalica quadrada de ago inoxidavel
de cerca de 1 cm de aresta, fazendo a indentacao entre os dois diamantes. Entao, um orif-cio de
diametro conveniente paraa medida ( 400 m) e feito no centro da indentagao. O orif-cio e feito
por meio de eletroerosao utilizando a maquina de eletroerosao Betsa MH20 Spark Eroder Machine
(gura 4.6) [30]. Esse equipamento permite que sejam feitos orif-cios com alta precisao e de varios
diametros dependendo do tamanho do eletrodo de tungstenio utilizado.

O eletrodo deve ter a ponta plana para uma boa perfuracao. Durante a perfuracao, o eletrodo
e mantido xo e amesa na qua ajunta met alica esta apoiada se move verticamente e lentamente
por um processo controlado manual mente na diregao do eletrodo. Sao produzidas varias pequenas
farscas entre o eletrodo e ajunta. Cada fa-sca e uma pequena explosao que retira uma certa quan-
tidade de material, tanto da junta quanto do eletrodo. O controle manual do movimento da mesa e
feito de duas maneiras:

- Por observacao com o microscepio de observacao: a perfuracao esta nalizada quando n ao ha
mais fa-scas quando se move a mesa para cima.

- Por observagao dos leds vermelho e verde no painel frontal damaquina. A perfuracao estaativa
guando ambos os leds estao acesos. Quando somente o led verde estiver aceso, e necessario mover
amesa para cima ate que o led vermelho se acenda. Quando somente o led vermelho estiver aceso,
faz-se 0 movimento da mesa para baixo (ajunta metalica esta tocando o eletrodo) A perfuracao esta
nalizada quando somente o led verde ca aceso ab mover amesa para cima, indicando que nao ha
corrente no eletrodo.

Durante o processo de perfuragcao o eletrodo tambem e erodido. Entao e sempre necessario
mover a mesa um pouco alem da espessura da junta metalica para se ter certeza de que o furo foi
nalizado. Ao nal do processo, a ponta do eletrodo n ao estara mais plana. Quando isso ocorrer e
possvel plani ¢ a-la novamente com uma lixa para metal. O processo deve ser feito com bastante
cuidado para nao quebrar o eletrodo.

No manual do equipamento foi sugerido utilizar eleo mineral como |-quido dieletrico, mas os

seguintes problemas surgiram: o tempo de perfuragao foi muito longo, a remogao de part-culas
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de metal ja erodidas do furo nao estava ocorrendo, o que atrapalhava o processo de perfuracao e,
ao nal do processo, 0 eleo deixava uma quantidade muito grande de res-duos no tanque onde a
junta metalica era posicionada, gura 4.7, di cultando a limpeza do mesmo. Foi sugerido tamb em
no manual utilizar querosene, todavia 0 vapor gerado durante o processo era bastante incomodo,
mesmo utilizando equipamentos de protecao, e pequenas chamas se formavam nas proximidades do
eletrodo. Assim, apes consultas bibliogra cas, foi decidido utilizar propanol como | -quido dieletrico

[31]. Todos os problemas anteriormente citados foram resolvidos.

Figura 4.6: Maguina de eletroerosao Betsa MH20 utilizada na fabricagcao da junta metalica

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 Construcao de eletrodos de tungstenio para maquina de eletroer osao

Os eletrodos foram feitos utilizando os seguintes materiais.
- Maquina de frisar (crimping tool) fornecida pela Betsa, gura 4.8.

- Capilar de aco inoxidavel r-gido de 50 mm de comprimento (1.6 mm O.D., 0.5 mm 1.D.) cujo
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Figura 4.7: Tanque no qual e posicionada a junta metalica - Maquina de el etroerosao Betsa MH20

Fonte: Elaborada pela autora.

esquema e foto estao mostrados na gura 4.9.
- Fio de tungstenio (comprimento: 10 mm, diametro: 400 m).

- Limatao triangular.
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- Lixaparametal (BlueMetal - BOSCH - P320).

Figura 4.8: Crimping tool - Equipamento para xa¢ ao do o de tungst enio ao capilar

Fonte: Elaborada pela autora.

Cortou-se 10 mmdo o detungst enio utilizando um limatao triangular a m de evitar aclivagem,
gue ocorreu quando foi utilizado um alicate para o corte. Apes o corte, a pontado o foi lixada,
utilizando uma lixa para metal, ate que casse plana.

Reaproveitou-se o capilar do eletrodo fornecido com a maguina de eletroerosao cortando-se a
ponta gasta no torno mecanico da UFG. Ao realizar o corte, o orif-cio interno do capilar fechou
por conta do aguecimento gerado durante o processo. Assim, foi necessario refazer o orif-cio com
uma broca de diametro 0,5 mm. Nesse novo capilar foi colocado um o de tungst enio. Introduz-se
cercade 4 mm do o de tungst enio no capilar de modo que apontamegca 5 mm. Esse conjunto
e inserido na crimping tool e a manivela e girada no sentido horario xando o o de tungst enio ao
capilar, conformevisto na gura 4.10. Em seguida, o eletrodo estara pronto para ser utilizado, gura

4.11.
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Figura 4.9: Representacao esquematica e foto do capilar de aco

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.10: Preparacao de eletrodo para eletroerosao

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura4.11: Eletrodo pronto para ser utilizado

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Preparacao da camara de bigornasde diamante (DAC) para
coleta de dados

A junta metalica e posicionada horizontalmente em uma das faces do diamante. Em seguida,
coloca-se a amostra e o |-quido transmissor de pressao, que nesse trabalho foi uma mistura de
metanol-etanol (4:1), na junta. A escolha do uido depende d o intervalo de pressao plangjado
e da solubilidade da amostra. Ao colocar o |-quido, a DAC e fechada rapidamente para evitar a

evoparagcao do mesmo.

45 Coleta de dados de difracao deraios X de monocristais sob
altas pressoes

Embora o diamante sgjatransparente aos raios X, 0s outros componentes da DAC, como ajunta
e 0 metal que compoe a camara, nao san. Dessa forma, e inevitavel que o padrao de difracao sgja
contaminado por informagoes advindas desses materiais. Dependendo da orientacao da DAC com
relacao ao feixe incidente, serao observados aneis de difracao t-picos de materiais policristalinos que

sao devidos ajunta, alem de regioes sombreadas pelo corpo metalico dacamara. Frequentemente, os
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dados devem ser corrigidos por absorgcao pois as intensidades das re ex oes sao reduzidas devido ao
sombreamento da amostra pelajunta. Em um experimento a pressao ambiente, o cristal e montado
de forma gue todo o0 espago rec-proco esta acessvel, 0 que e bastante diferente para um experimento
em altas pressoes. O acesso limitado ao espaco rec-proco em experimentos utilizando a DAC afetara
diretamente aresolucao e a completeza dos dados. Esses fatores devem ser levados em consideragao
em todas as etapas do experimento, ou seja, desde a coleta de dados ate um poss-vel re namento da
estrutura.

Osdados dedifracao deraios X em altas pressoes foram obtidos utilizando o difratometro APEX
Il DUO da Bruker (guras 4.12 e 4.13) instalado no Laboraterio de Cristalograa do Instituto de
F-sica da UFG. Para a redlizacao do experimento utilizando a DAC, algumas modi ca¢ oes devem
ser feitas no difratometro. Deve-se usar um colimador menor de 77,60 mm e retirar 0 beamstop,
a m de permitir arotac ao da DAC. O detector foi mantido a uma distancia de 70 mm, para evitar
colisao com aDAC, eem 2 =25 paraque o feixe direto nao o atingisse, ja que o beam stop foi
retirado. A DAC e posicionada com seu eixo paralelo ao feixe de raios X, quando todos os angulos
do goniometro sao iguais a zero e, em seguida, e iluminada por tras pararealizar o gjuste da alturae
do foco atraves da camera de observacao.

Para uma certa orientacao da DAC, aregiao acessvel do espaco rec-proco esta relacionada com
distancia ate o detector e com o angulo de abertura da DAC pois, apes uma determinada posi¢ao, 0
suporte metalico da DAC comega a sombrear o detector. As estrategias de coleta sao feitas de modo
a cobrir o0 maior numero de re ex oes possvel. Combina-se varreduras em ! para uma orientagao

xada DAC em parauma dada posicao do detector em 2 . E possvel aumentar o numero de re-
ex oes realizando-se, tambem, a coleta de dados com diferentes orientacoes com relacao a . Dessa
forma, por meio de combinagoes de varios tipos de varreduras e possvel alcancar uma quantidade
consideravel detodas asre ex oes que poderiam ser coletadas sem a DAC. A radiacao de cobre deve
ser evitada para esse tipo de coleta de dados pois, apesar de ser mais intensa que a radiacao de mo-
libdenio, a absorcao pelos diamantes sera muito mais acentuada. Como precaucao, deve ser feito o

teste nal de colis ao paratodas as corridas antes de iniciar a coleta.
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Figura4.12: Difratometro APEX || DUO

Fonte: Elaborada pela autora.

APEX Il

Figura 4.13: Camara de bigornas de diamante do tipo Merrill-Bassett montada no goniometro de 4
c-rculos no difratometro APEX 11 DUO

Fonte: Elaborada pela autora.

Com base nas informagoes citadas no paragrafo anterior, foram feitas diversas tentativas ate

encontrar a estrategia de coleta adequada. Primeiramente foram realizadas varreduras em ! para
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diversos valores de , obtendo-se os limites para os quais e possvel observar a difracao. Em I,
estabeleceu que o limite seriade 4,0 a-3,5 enquanto que variou desde 90 ate -40 em passos
de5 . Paracadavalor de , foi feitaumavarreduraem !. Essa estrategia de coletafoi utilizada de

maneira bem sucedida em todas as col etas realizadas.

4.6 Processamento dos dados e determinacao da estrutura

A determinagao da celula unitaria e feita somente apes o termino da coleta. Nessa etapa e
necessario identi car quais re ex 0es sao provenientes da amostra e quais sao provenientes do dia-
mante. Um padrao de difracao t-pico para este caso e mostrado na gura 4.14. As regioes muito
sombreadas pela junta metalica e pela DAC foram evitadas no planegjamento da estrategia de coleta.
Na busca por re ex oes referentes a amostra exclui-se as regioes com re ex oes de ata resolucao
OIS nessas regioes estarao concentradas a maioria das re ex oes provenientes do diamante, alem de
utilizar tambem criterio de intensidade.

Outra estrategia e a visualizagao do espagco rec-proco diretamente utilizando programas dis-
pon-veis no pacote de programas do preprio difratometro. O programa utilizado nesse projeto e
reciprocal lattice viewer ( gura 4.15) que, por inspecao visual, permite separar as re ex oes em gru-
pos, identi cando as re ex oes provenientes da amostra e as que sao provenientes de outras fontes
e indexa-lasa m de denir ac elulaunitaria. Essa visualizagao permite analisar a qualidade dos
dados, veri car a exist encia de geminacao e atribuir as re ex oes a diferentes grupos de modo a
indexa-las separadamente.

Apesaintegracao, os dados devem ser corrigidoslevando em consideracao os efeitos de absorcao
pela DAC. Deve-se considerar tambem areducao das intensidades das re ex oes devido ao sombrea-
mento do monocristal pelajunta. Esse efeito de sombreamento e mais pronunciado quando aamostra
preenche totalmente o orif-cio dajunta. Na pratica, os efeitos do sombreamento podem ser reduzidos
gjustando o tamanho da amostra.

Umavez que os dados tenham sido convenientemente processados e corrigidos, efeitaadeterminacao

da estrutura. Os principais problemas nessa etapa sao relacionados a baixa completeza, baixa re-
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- Reflexoes
Reflexoes provenien

provenientes da amostra
do diamante

Figura 4.14: Padrao de difracao t-pico de um experimento realizado em altas pressoes

Fonte: Elaborada pela autora.

dundancia, di culdade em se alcancar regi oes de alta resolucao, alem de a orientacao da amostra
algumavezesimpedir o acesso a certas fam:liasdere ex oes. Esse ultimo fator faz com que algumas

extingoes sistematicas nao estejam presentes, di cultando a determi¢ ao direta do grupo de espaco.
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Figura4.15: Visualizacao do espago rec-proco utilizando o programa reciprocal |attice viewer

Fonte: Imagem obtida utilizando o programa reciprocal lattice viewer



Cap-tulo5

Resultados e discussoes

A seguir serao apresentados os resultados de cristalizagao e caracterizagao estrutural utilizando
difracao de raios X por monocristais dos compostos LASSBi0-1773, LASSBio-1774, LASSBio-
1606 e LASSBi0-1735. Para 0os compostos LASSBio-1774 e LASSBi0-1606 serao discutidos,
tambem, osresultados das col etas de dados de difragao de raios X por monocristais em altas pressoes.

As coletas de dados foram realizadas a temperatura de 293 K utilizando radiagao de molibdenio
(Mo-K  =0.71073 A) no difratometro APEX 11 DUO da Bruker instalado no Laboraterio de Cris-
talograa do Instituto de F -sica (IF) da Universidade Federal de Goias (UFG). As imagens foram
integradas utilizando o pacote de programas SAINT da Bruker [26]. Para as coletas realizadas em
pressao ambiente, os dados foram corrigidos por absorgao utilizando o metodo multi-scan [27].

As estruturas em pressao ambiente foram resolvidas e re nadas usando os programas SHELXS-
97 [39] e SHEL XL-97 [40], por Metodos Diretos. Os atomos nao hidrogeneides foram localizados
no mapa de densidade eletronica e foram re nadas pelo m etodo de m-nimos quadrados com 0s
correspondentes parametros termicos anisotrepicos. Nos ciclos seguintes do re namento, 0s pi-
cos referentes aos atomos de hidrogenio do composto surgiram nos mapas de diferenca de Fou-
rier. Os atomos de hidrogenio sao re nados i sotropicamente com par ametros individuais de acordo
com 0s atomos aos quais estao ligados. Nos re namentos com o SHELXL-97 [ 40], padroniza-se 0
parametro isotrepico do hidrogenio como Uiso(H) = 1,5U¢q, para grupos metil e hidroxila, e Uis,(H)
= 1,2U¢q para os demais casos, onde U, € 0 parametro termico do atomo ao qual o hidrogenio esta

ligado. Os hidrogenios das moleculas de agua foram inclu-dos nas posi¢oes estimadas atraves da

49
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instrucao CALC-OH [41].

5.1 AnalisecristalogracadoscompostosL ASSBio-1773 eL ASSBio-
1774

O diabetes melitus e uma condi¢ao cronica caracterizada pel a el evada taxa de agucar no sangue,
seja pelo fato de o corpo nao produzir quantidade su ciente de insulina ou por n ao ter uma resposta
satisfatoria a insulina. De acordo com a International Diabetes Federation [32], em 2015, mais
de 5 milhoes de pessoas morreram por complicagcoes decorrentes do diabetes. Esse valor excede
0 numero de mortes causadas por HIV, tuberculose e malaria juntos. A perspectiva e de que, em
2040, chegue a 642 milhoes o total de pessoas com diabetes no mundo [33]. Com base nesses
numeros alarmantes, diversos grupos de pesquisa espalhados pelo mundo tem dedicado esforcos
para desenvolver farmacos cada vez mais e cientes e seguros para o tratamento d essa condi¢ao.

Nesse sentido, 0 LASSBio desenvolveu o composto LASSBio-1471, gura 5.1. A partir de
estudos de acoplamento molecular [ 34], esse composto apresentou-se muito favoravel como agonista
do receptor PPAR  (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) que participa de processos
de captacao e utilizagao de glicose pelos tecidos. O LASSBio0-1471 foi testado em ratos nos quais
foi induzido o diabetes. Os testes mostraram que esse composto tem efeito anti-neuropatico, alem da
reducao dos n-veis de agucar no sangue de 548,4 26,0 mg/dL para259,6 73,1 mg/dL. Todavia,
o0s estudos desses mesmos autores mostraram gue a presenca da subunidade 1,3-benzodioxole nesse
composto pode inibir ou induzir o citocromo P450, o que pode levar a reagoes adversas e efeitos
farmacol egicos indesgjados [35] chamando a atencao para estudos mais detalhados de toxicidade e
otimizagao estrutural.

Com o intuito de reduzir possveis efeitos indesgjados, conforme citado anteriormente, foram
planejados os compostos [36] LASSBio-1773 e LASSBIi0-1774 a partir de modi cag oes estruturals
do LASSBIo0-1471, conformeilustrado na gura 5.2. Ostestes em ratos mostraram atividade hipogli-
cemiante em ambos 0s compostos, alem de efeito anti-neuropatico para o composto LASSBio-1773.

Nesta segao serao apresentados os resultados de difragao de raios X de monocristal para os com-
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Figura5.1: Representacao plana do composto LASSBio-1471

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura5.2: Modi ca¢ oes estruturais do composto LASSBio-1471 produzindo os compostos
LASSBio-1773 e LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

postos LASSBi0-1773 e LASSBio-1774. Para este ultimo foram realizadas, tambem, coletas de
dados para tres pressoes utilizando a DAC. O objetivo das medidas em altas pressoes e veri car

possveis transicoes de fase bem como compreender o efeito da pressao nas distancias intermol ecu-
lares, no volume da celulaunitariae modelar os poss-veis novos arranjos cristalinos. A elucidacao da

estrutura cristalogra ca desses compostos auxiliar a no entendimento do mecanismo farmacol egico
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por meio da determinacao das interacoes entre as moleculas e da distribuicao tridimensiona dos

atomos.

5.1.1 Cristalizacao e determinacao da estrutura cristalogra ca e molecular
do composto LASSBio-1773

O composto LASSBi0-1773 (methyl 4-((((3,4-dimethoxyphenyl)sulfonyl)hydrazono)methyl)
benzoate), gura 5.3, C17H1gN,OgS, foi cristalizado pelo metodo de evaporacao lenta solubilizando
4,3 mg do composto em uma solugao de 0,2 ml de DM SO atemperatura ambiente, gura 5.4. Uma
amostra transparente de formato prismatico com dimensoes 0,290 mm x 0,370 mm x 0,550 mm
foi selecionada, com o aux:lio de um microscepio com luz polarizada, para a coleta de dados de
difracao de raios X. A unidade assimetrica esta representada na gura 5.5. Os principais dados

cristalogra cos est ao apresentados natabela 5.1
CHs

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

Figura 5.3: Representacao plana do composto LASSBio-1773

Fonte: Elaborada pela autora.
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LASSBio-1773

Tabela5.1: Dados cristalogra cos e experimentais do composto LASSBio-1773

Figura 5.4: Monocristais do composto LASSBio-1773

Fonte: Elaborada pela autora.

Foermula C17H18N20gS
M assa molecular 378,4
Sistema cristralino ortorrombico
Grupo espacia P212124
a(A) 7,219(2)
b (A) 10,638(4)
c(A) 22,669(7)
Volume (A%) 1740,9(10)
Z 4
Densidade(g/cm®) 1,44

(mm 1) 0,224
Fooo 792
2 maximo (°) 59,32

Re ex oes coletadas / independentes / observadas

9587 / 4397 / 4119

Numero de parametros

243

Completeza 99,3% (2 =50)
Redundancia 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
max(€A 3) 0,266
min(€A 3) -0,212

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os fragmentos metilbenzoato (C10/C11/C12/C13/C14/C15/C16/05/06/C17, rms deviation =
0.0326 A) e dimetoxibenzeno (C2/C3/C4/C5/C6/C7/03/C8/04/C9, rms deviation = 0.0680 A) sao
planares. O angulo diedrico entre os planos passando por esses dois fragmentos e de 81,16(4) .

Ao longo dadirecao [001] forma-se um arranjo do tipo herringbone por meio de duas interacoes,
conformeilustrado na gura 5.6. A primeiraocorre entre os atomos C9 H9B e o centro de gravidade
Cgl'[:1=2 x;1 y; 1=2+ z] do anel composto pelos atomos C10-C11-C12-C13-C14-Cl5 e
a segunda e uma interagao do tipo Y-X envolvendo os atomos C16-O06 e o centro de gravidade
Cg2'' [:1=2 x;1 y;1=2+ z] do anel composto pelos atomos C2-C3-C4-C5-C6-C7. Ao longo
dadiregao [100] o empacotamento e mediado pelainteragao entre os atomos C8 H8C e o centro de
gravidade Cg2''' [': 1=2+x;3=2 y;2 z]), pelainteragao N2 H2...03 "' [111: 1=2+x:3=2 y;2 z])
epelainteracgoC6 H6  O1™V [V: 1=2+x;1=2 vy; z]. Todasestasinteracoes estao ilustradas,

separadamente por questoes de clareza, nas guras 5.6, 5.7 € 5.8 e sumarizadas natabela 5.3.

02 N2

Figura5.5: Representagao [37] da unidade assimetrica do composto LASSBio-1773 com elipsoides
a 30% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os angulos torsionais na subunidade sulfonil-hidrazona estao listados na tabela 5.2
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Atomos Angulotorsional ()
N1-N2-S1-C2 65,6(2)
N1-N2-S1-01 -50,5(2)
N1-N2-S1-02 -179,4(1)
C1-N1-N2-S1 -169.1(2)

Tabela 5.2: Angulos torsionais na subunidade sulfonil-hidrazona - LASSBio-1773

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.6: Representacao [38] do empacotamento do composto LASSBio-1773 evidenciando as
interacoes C9-H9B  Cgl' e C16-06 Cg2"

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura5.7: Representacao [38] do empacotamento do composto LASSBio-1773 evidenciando as
interagoes C8-H8C  Cg2'' eN2-H2 O3

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura5.8: Representacao [38] do empacotamento do composto LASSBio-1773 evidenciando as

interacoesC6-H6  O1 ™ [V: 1=2+x;1=2 vy; Z]

Fonte: Elaborada pela autora.

Ce-H6 O1V 0,93 2,57 3,203(3) 105 Vit + X2

X-H Cg H Cg(A)| H?(A) | X Cg(A)| X-H Cg() | Operacaodesimetria
C9-H9B Cg2' 2,78 2,77 3,629(3) 149 bZ2oxl oy Sz
C8-H8C Cg1' 2,74 2,68 3,550(3) 143 n: % + X; % y; 2
Y-X Cg X CgA)| X-2(A) |Y Cg(A)| Y-X Cg() | Operacaodesimetria
C16-06 Cg1" 3,680(3) 3.625 3,710(3) 82 " % x;1 vy; % +z
D-H A D-H (A) H AA)| D A(A) | D-H A() | Operacaodesimetria
N2-H2 O3 0,84(2) 2,14(3) 2,952(3) 162 n: % + X; g y; 2
1

Ys

Tabela 5.3: Ligacoes de hidrogenio para o composto LASSBio-1773

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.2 Cristalizacao e determinacao da estrutura cristalograca e molecular
do composto LASSBi0-1774 - Pressao ambiente

O composto LASSBi0-1774 (methyl 4-((((3,4-dimethoxyphenyl)sulfonyl)(methyl)hydrazono)
methyl)benzoate monohydrate) , gura 5.9, C15H5oN,0-S, foi cristalizado pelo metodo de evaporacao
lenta solubilizando 4,6 mg do composto em uma solugao de 0,5 ml de DM SO a temperatura ambi-
ente, gura 5.10. Uma amostra de formato prismatico com dimensoes 0,090 mm x 0,0100 mm x
0,210 mm foi selecionada com o aux:lio de um microscepio com luz polarizada para a coleta de da-
dosdedifragao deraios X. A unidade assimetrica, gura 5.11, apresenta umamolecula do composto
e uma molecula de agua cujos hidrogenios, por nao terem sido localizados com precisao no mapa
de densidade eletronica, foram posicionados seguindo a metodologia de identi cac ao de ligacoes
de hidrogenio utilizando o programa CALC-OH [41]. Os principais dados cristalogra cos est ao

apresentados natabela 5.4

CHj4

0
o Xg”

o]
rd ~ /N
H,C CHjy
~o

Figura5.9: Representacao plana do composto LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.
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ca e molecular do composto

Figura5.10: Monocristais do composto LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

Fermula Ci1gH20N207S
Massa molecular 408,4
Sistema cristralino ortorrombico
Grupo espacial Pbca
a(A) 15,0319(2)
b (A) 9,1414(1)
c(A) 28,9596(4)
Volume (A3®) 3979,41(14)
z 8
Densidade(g/cm®) 1,36
(mm 1) 0,205
Fooo 1712
2 maximo (°) 57,0
Re ex oes coletadas / independentes / observadas 33418 / 5029 / 3789
Numero de parametros 257
Completeza 99,9% (2 =50)
Redundancia 6,6
Resolucao 0,74(A)
R(int) 2,25
Fatores Residuais [obs] R1=0,047
wR2=0,131
Fatores Residuais [all] R1=0,065
wR2= 0,145
GooF 1,023
max(€A 3) 0,292
min(€A ) -0,421

Tabela5.4: Dados cristalogra cos e experimentais do

composto LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura5.11: Representacao [37] da unidade assimetrica do composto LASSBio-1774 com
€lipsoides a 30% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os fragmentos metilbenzoato (C10/C11/C12/C13/C14/C15/C16/05/06/C17, rms = 0.0115 A)
e dimetoxibenzeno (C2/C3/C4/C5/C6/C7/03/C8/04/C9, rms = 0.0320 A) sao planares. O angulo
diedrico entre os planos passando por esses dois fragmentos e de 78,90(9) . Os angulos torsionais
na subunidade sulfonil-hidrazona estao listados na tabela 5.5

O empacotamento e mediado pela interacao C-H entre os atomos C18 H18B e o centro
de gravidade (Cgl' [': 3=2 + x; 1=2 + y;z]) do anel composto pelos atomos C2-C3-C4-C5-C6-
C7. Hatambem duas interacoes nas quais os atomos C6 e C7 participam doando eletrons para o
atomo O2'" (['': 2 x;1=2 +y;1=2 z]), ambas tendo comprimento de ligagao igual a 3,199(2)
A e uma interagao do tipo entre os atomos C9 e C11"'. Essas quatro interacoes favorecem
0 empacotamento ao longo da diregcao [010]. Por ultimo, os atomos C8-H8C interagem fracamente
com o atomo 06" (['"": 3=2  x;2 y; 1=2 + z]) formando um arranjo do tipo herringbone ao
longo da diregao c. Todas estas interacoes estao ilustradas, separadamente por questoes de clareza,

nas guras 5.12,5.13 e5.14 e sumarizadas natabela 5.6.
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Atomos Angulotorsional ()
N1-N2-S1-C2 -66,4(1)
N1-N2-S1-01 49,32(1)
N1-N2-S1-02 177,9(1)
C1-N1-N2-S1 165,7(1)

Tabela 5.5: Angulos torsionais na subunidade sulfonil-hidrazona - LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.12: Representacao [38] do empacotamento ao longo da direcao do composto
LASSBIio0-1774 evidenciando ainteragao C18-H18 Cgl'

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5.13: Representacao [38] do empacotamento ao longo da direcao [010] do composto
LASSBio-1774 evidenciando as interacoes C6-H6 02" eC7-H7 O2"
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura5.14: Representagao [38] do empacotamento do composto LASSBio-1774 a0 longo da
direcao [001] evidenciando ainteracao C8-H8C ~ O6'"

Fonte: Elaborada pela autora.
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D-H A DHA) H AMA) D A(A) | D-H A() | OperacaodeSmetria
C18-H18B Cgl! 0,96 2,76 3,592(2) 145 I 3/2+X,-1/2+y,z

C6-H6 O2" 0,93 2,66 3,199(2) 117 2 x1=2+y;1=2 z
C7-H7 O2" 0,93 2,66 3,197(2) 117 2 x1=2+y;1=2 z2
Co-Cc11" 3,318(3) 2 x1=2+y;1=2 z
C8-H8C o6 0,96 2,61 3,470(3) 149 M3=2 x;2 vy, 1=2+z2

Tabela 5.6: Ligagoes de hidrogenio para o composto LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.3 Difragcao deraios X em altas pressoes do composto L ASSBio-1774

A amostra utilizada para coleta de dados de raios X em alta pressao foi retirada do mesmo
frasco que a amostra utilizada na medida anteriormente detalhada. Foi preparada uma junta de ago
de 250 m de diametro na qual foi colocado 0 monocristal juntamente com um cristal de rubi e o
[-quido transmissor de pressao. A juntafoi posicionada na face polida do diamante de uma camara
de bigornas de diamantes (DAC) do tipo Merrill-Bassett que foi, nasequencia, fechadaa m de gerar
um aumento da pressao ha amostra. Uma mistura de metanol-etanol (4:1) foi utilizada como meio
transmissor de pressao a m de garantir que a press ao fosse aplicada uniformemente na amostra e
nao ao longo de uma diregao espec: ca.

As medidas de uoresc encia para afericao da pressao foram realizadas no uor -metro Horiba
FluoroL og FL 3-22 instalado nas dependencias do Grupo de F-sica de Materiais (GFM) do IF-UFG.
O fabricante da DAC sugere que 0os comprimentos de onda de excitacao sejam de 488 nm ou de
514,5 nm. A DAC foi posicionada no interior do uor -metro e foi selecionado o comprimento de
onda de excitagao de 488 nm. Foram testadas varias aberturas tanto da fenda de excitagao quanto da
de emissao e a varredura no comprimento de onda de emissao foi desde 680 nm ate 740 nm. Porem,
surgiu uma banda larga devida a absorg¢ao pelo corpo metalico da DAC. Essa banda causou aumento
no ru-do de fundo, conforme pode ser visto na gura 5.15 e, por razao, O espectro para esse
comprimento de onda foi descartado. O comprimento de onda de excitacao foi entao modi cado

para514,5 nm e alargura das fendas de excitacao e de emissao foram variadas de modo a obter uma
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de ni¢ ao conveniente paraaslinhasR; e R,. A medidafoi feita, entao, xando afendade excitag ao
em 0,9 mm e afenda de emissao em 0,6 mm. O comprimento de onda de emissao foi varrido desde
690 nm ate 695 nm e o tempo de integracao foi de 5 segundos. O espectro de uoresc encia do rubi

para esse caso e mostrado na gura 5.16.
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Figura5.15: Espectro uoresc enciado rubi com excitagao por umaluz de comprimento de onda de
488 nm

Fonte: Imagem obtida a partir do software do uor -metro Horiba FluoroL og FL 3-22.
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Figura 5.16: Espectro de uoresc enciado rubi com excitagcao por umaluz de comprimento de onda
de 514 nm

Fonte: Imagem obtida a partir do software do uor -metro Horiba FluoroL og FL 3-22.

Apoes a medida de uoresc encia, foi realizada a coleta de dados de difracao de raios X. Com
os dados obtidos foi feita a indexacao com o objetivo de determinar a celula unitaria. O metodo
automatico utilizado pelo software do difratometro falhou, o que levou a uma busca manual pelas
re ex oes provenientes da amostra de interesse. Foram exclu-das da lista as re ex oes mais intensas
gue sao provenientes do diamante, e foram exclu-das tambem as regioes sombreadas pela DAC. Com
iss0, foi possvel determinar os parametros de rede da nova celula unitaria, que foram: a= 14,81 A,
b=9,03A,c=2826A, =8978,volume= 3779 A3. Esse resultado mostrou que ocorreu uma
transicao da fase ortorrombica para a fase monocl-nica, alem de uma redugao de 200 A3 no volume
da celula unitaria

Apos essa medida, a pressao foi aumentada com uma rotacao de aproximadamente 10 em cada
um dos parafusos da DAC e foi feita uma nova tentativa de medida da pressao por meio da uo-
rescencia do rubi, porem nao foi possvel realizar a medida pois o cristal de rubi perdeu a mono-
cristalinidade junto com a amostra. Dessa forma, nao foi possvel obter 0 espectro de uoresc encia

para esse caso e nao foi possvel, tambem, recuperar o cristal de rubi para medir os picos de uo-
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rescenciaapressao ambiente e utilizar esse valor paraencontrar apressao nas condigoes das medidas
anteriores.

Levando em conta o tempo gasto para cada medida de uoresc encia e tambem o fato de que
as medidas de pressao devem ser feitas antes e apes 0 experimento de difracao de raios X, foi
decidido que nao seria conveniente redlizar tais medidas, pois a elevada demanda de usuarios de
ambos os equipamentos (Fluor-metro e Difratometro) nao nos permitiria ter 0 acesso necessario
para o andamento adequado das coletas. Dessa maneira, escolhemos estimar a pressao na DAC
baseando no medulo volumetrico do |-quido transmissor de pressao e no volume do cilindro que
contem a amostra, por meio da equacao 5.1.

P

B= V— 5.1
v 5.

Utilizando aequagcao 5.1 foi possvel estimar a pressao com uma precisao media de 40%. Assim,
0 experimento de difracao de raios X foi retomado seguindo 0 mesmo procedimento descrito no
cap-tulo 4. A seguir serao discutidos os resultados obtidos para 0 composto LASSBio-1774 em dtas
pressoes.

Foram realizadas tres coletas em altas pressoes. Foram determinados os parametros de rede e
o volume da celula unitaria ate uma pressao estimada de 1,92 102 Pa. A determinacao da celula
unitaria em cada pressao foi feita apes o termino da coleta e foram utilizadas todas as imagens
obtidas no experimento, como usuamente e feito para medidas dessa natureza. Os dados referentes
as tres coletas estao reunidos na tabela 5.7.

A primeiracoletafoi realizada sob umapressao estimadade5; 95 107 Pa. A indexacao dacelula
unitaria foi feita com base no criterio de I/ (1) 40 fornecendo um total de 398 re ex oes com
intensidade menor que 1000 contagens. Os parametros de rede obtidos foram: a= 14,7673(30) A, b
=9,0727(18) A, c=28,1605(56) A, =90,405(30) volume=3773(26) A3. Assim, acelulaunitaria
da primeira coleta apresentou uma reducao de volume igual a 206 A® com relagao a celula obtida
em pressao ambiente. Alem dessa reducao, nota-se tambem uma transicao de fase de ortorrombico

para monocl-nico. Essatransi¢cao sugere que houve uma quebra na simetria original, possivelmente
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modi cando a unidade assim etrica.

A segunda coleta foi realizada sob uma pressao estimada de 1,27 10 Pa. A celula unitaria foi
indexada com base no criteriode I/ (1) 40 obtendo um total de 1747 re ex oes com intensidade
menor que 1000 contagens. Esse numero maior dere ex oes e devido ao aumento daredundancianas
re ex oes nao indicando, de fato, uma melhora nos dados. Nessa condicao, a celula unitaria obtida
mostrou uma reducao de 177 A3 com relacao a celula unitaria da pressao anterior. Os parametros
foram: a=14,5573(29) A, b=9,0297(18) A, c =27,3560(55) A, =90,388(30) volume=3596(12)
A3,

A terceira coleta foi realizada sob uma pressao estimada de 1,92 102 Pa. A celula unitaria foi
indexada com base no criteriode I/ (1) 70, obtendo um total de 234 re ex oes com intensidade
menor que 5000 contagens. Nessa condicao, a celula unitaria obtida mostrou uma redugcao de 196
A® com relagao a celula unitaria da pressao anterior. Os parametros foram: a= 14,3347(29) A, b =
9,0644(18) A, c = 26,1764(52) A, =91,666(30) volume = 3400(30) A3.

Foram feitas tentativas de aumentar ainda mais a pressao mas a amostra perdeu monocristalini-
dade, inviabilizando a continuagao das col etas.

Os parametros de rede para cada pressao estao listados natabela 5.7.

Coleta | Pressao (Pa) a(A) b (A) c(A) () | Volume (A®)
01 Patm | 15,0319(2) | 9,1414(1) | 28,9596(4) 90 | 3979,41(14)
02 595 107 | 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 1,92 108 | 14,3347(29) | 9,0644(18) | 26,1764(52) | 91,666(30) 3400(26)

Tabela 5.7: Parametros de rede para as coletas em alta pressao - LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

As diferencas na variagao dos parametros de rede podem ser justi cadas pelas interac oes inter-
moleculares que ocorrem ao longo de suas diregoes. O parametro ¢ reduziu de 9,6% no intervalo de
pressao em questao enquanto gque os parametros a e b reduziram de 4,6% e 0,8%, respectivamente.

A variagcao total de volume da celula unitaria foi de 14,6%. Analisando a gura 5.14, e possvel
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veri car que adirec ao [001] e ade maior exibilidade do arranjo supramolecular, o que co rrobora
com amaior compressao observada no parametro ¢, com relacao aos demais parametros. A com-
pressao da rede ao longo da diregao [010] foi bastante discreta. Pelas guras 5.12 e 5.13 nota-se
gue as ligagoes entre as mol eculas sao mediadas por interagoes do tipo C-H , e por uma
interacao de hidrogenio bifurcada, tornando o empacotamento bastante r-gido ao longo do eixo b,
0 que di culta sobremaneira um rearranjo das mol eculas nessa diregcao. Ja ao longo de [100], a
diminuicao do parametro a foi quase linear, assim como aredugcao do volume da celula unitaria. O
angulo foi setornando mais obtuso com o0 aumento da pressao, o que acentuou aindamais o carater
monocl-nico do novo arranjo cristalino. Toda essa arquitetura molecular fez com que a compressao

fosse anisotrepica. As variagoes percentuais dos parametros de rede estao detal hadas na tabela 5.8.

Coleta | Pressao (Pa) a(A) b (A) c(A) () | Volume (A®)
01 Pam | 15,0319(2) | 9,1414(1) | 28,9596(4) 90 | 3979,41(14)
02 595 10’ -1,8% -0,8% -2,8% | 0,45% -5,2%
03 1,27 108 -3,2% -1,2% -5,5% | 0,43% -9,6%
04 1,92 108 -4,6% -0,8% -9,6% | 1,85% -14,6%

Tabela 5.8: Variagcao percentual com a pressao dos parametros de rede com relacao aos respectivos
valores em pressao ambiente com o0 aumento da pressao - LASSBio-1774

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma maneira de representar as variacoes nos parametros de rede e por meio de strains, que sao
tensores de segunda ordem calculados a partir de dois conjuntos de parametros de rede. A partir da
analise de strains e poss-vel inferir algumas poss-veis mudangas estruturais resultantes da aplicacao
da pressao.

Os strains gerados pelo aumento da pressao foram determinados utilizando o programa WINS-
TRAIN escrito por Ross Angel [42]. Os comprimentos dos eixos principais do elipseide de strain e
a orientagcao desses eixos com relacao aos eixos cristalogra cos, calculados a partir dos par ametros
derede, sao mostrados natabela 5.9. Conforme citado anteriormente, o parametro b apresentou uma

compressao muito sutil, o que pode ser veri cado tamb em analisando os valores dos eixos princi-
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pais do elipseide de strain. O strain 3, 0 menor deles, encontra-se ao longo do eixo b (na direcao
[010]) evidenciando, mais uma vez, a pouca liberdade conformacional que a estrutura supramole-
cular apresenta ao longo dessa diregao. O maior strain, ;, e encontrado formando um angulo de
73 () comoeixoael7() como eixoc. Conforme a pressao foi sendo aumentada, a orientacao
desse strain nao se alterou signi cativamente enquanto que seu m edulo aumentou gradativamente.
A diregao do strain ; se aproxima bastante da direcao ao longo da qual as moleculas formam o
arranjo do tipo herringbone. As guras 5.17, 5.18 e 5.19 mostram a sobreposicao da celula unitaria
em pressao ambiente com as celulas unitarias nas tres pressoes coletadas vistas ao longo das tres
direcoes. E possvel visualizar mais claramente as direcoes de maior e de menor exibilidade da

molecula observando o empacotamento como um todo.

Coleta | Pressao (Pa) Tensor unitario (GPa ') | Angulocom: | a() | b() | c()
01 Patm - 5,95 107 | 1 =-0,0291(3) 73(1) | 90,0 | 17(2)
2 =-0,0167(2) 163,1 | 90,0 | 72,7
3 =-0,0075(2) 90,0 | 180,0 | 90,0
02 Patm - 1,27 108 | 1 =-0,0574(2) 828 | 900 | 7,6
2 =-0,0316(2) 1728 | 90,0 | 824
3 =-0,0123(2) 90,0 | 180,0 | 90,0
03 Pam - 1,92 108 | ; =-0,1043(2) 775 | 90,0 | 14,2
2 =-0,0437(2) 12,5 | 90,0 | 104,2
3 =-0,0084(2) 90,0 | 0,0 | 90,0

Tabela 5.9: Magnitude e orientagcao dos eixos principais dos elipseides de strain para 0 composto
LASSBi0-1774 no intervalo de pressao de Paim 21,92 108 Pa

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura5.17: Sobreposicao [38] das celulas unitarias do composto LASSBio 1774 em pressao
ambiente e em altas pressoes - Plano bc. | - Celula unitaria em pressao ambiente. Il - celula unitaria
na pressao 01. 111 - Celula unitaria na pressao 02. 1V - Celula unitaria na pressao 03.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.18: Sobreposicao [38] das celulas unitarias do composto LASSBio 1774 em pressao
ambiente e em altas pressoes - Plano ac. | - Celula unitaria em pressao ambiente. Il - celula unitaria
napressao 01. |11 - Celula unitarianapressao 02. 1V - Celula unitaria na pressao 03.

Fonte: Elaborada pela autora.



5.1.3 Difracao deraios X em altas pressoes do composto L ASSBio-1774 71

Figura 5.19: Sobreposicao [38] das celulas unitarias do composto LASSBio 1774 em pressao
ambiente e em altas pressoes - Plano ab. | - Celula unitaria em pressao ambiente. Il - celula unitaria
na pressao 01. 111 - Celula unitariana pressao 02. 1V - Celula unitaria na pressao 03.

Fonte: Elaborada pela autora.

A m de veri car seatransic ao de fase e reversvel foram realizadas varias determinagcoes da
celula unitaria da amostra apes ser retirada da DAC. A amostra retornou a condigcao inicial, com
diminuicoes muito pequenas nos parametros de rede, sem perda de monocristalinidade, mostrando
um carater elastico na deformagcao ocorrida. Os parametros de rede obtidos pes-coleta em atas
pressoes foram: a = 15,023(3) A, b =9,133(2) A, ¢ = 28,862(6) A e volume = 3960(1) A3. Antesda
coleta em altas pressoes esses parametros eram: a = 15,0319(2) A, b = 9.1414(1) A, ¢ = 28.9596(4)
A, volume = 3979,41(14) A3. Esse resultado e importante pois garante que, caso 0 medicamento ve-
nhaaser preparado naformade comprimidos, nao havera alteracao nas propriedades f-sico-qu-micas
do mesmo. As pressoes estimadas utilizadas durante o experimento estao no intervalo das pressoes
tipicamente utilizadas durante o processo de prensagem naindustria farmaceutica, que variade 40 a

200 MPa, dependendo da amostra a ser preparada [1, 16]
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5.2 Analisecristalograca do composto L ASSBio-1606

5.2.1 Cristalizacao e determinacao da estrutura cristalogra ca e molecular
do composto L ASSBi0-1606 - Pressao ambiente

O processo in amat erio e umaresposta do sistemaimune aocorrenciade est-mulos prejudiciais
tais como traumas e infeccoes. E comum a ocorrencia de vermelhidao e aumento da temperatura
local nesses casos. Esses sintomas decorrem do aumento do u X0 sangu-neo na tentativa de levar
umamaior quantidade de linfocitos e outras celulas de defesa paraaregiao afetada. Algumas dessas
celulas de defesa podem causar perda de I-quido no tecido, resultando em inchago. Todos esses
processos podem provocar est-mul os nervosos, causando dor. Em certas doengas como, por exempl o,
atrite reumatoeide ou osteoartrite, o sistema de defesa do organismo inicia um processo in amat erio
guando nao ha agentes externos a serem combatidos. Essas doencas sao chamadas de auto-imunes
€, NESSeS Casos, 0 0rganismo causa danos aos seus proprios tecidos [43].

Em 1980, a P zer iniciou a comercializag ao do Piroxicam [44] (4-hydroxy-2-methyl-2H-1,2-
benzothiazine-1-(N-(2-pyridinyl)carboxamide)-1,1-dioxide), sob o0 nome Feldene, um anti-in amat erio
nao-estereide inibidor da enzima cicloxigenase que possui meia-vida de aproximadamente 50 ho-
ras[45], amaior meia-vida entre os analgesicos. Ainda hoje, o Piroxicam e utilizado largamente no
tratamento das doencas supracitadas, artrite reumatoeide e osteoartrite.

O fragmento N-acilidrazona e reconhecido como uma estrutura privilegiada, sendo que alguns de
seus derivados tem apresentado diversas atividades biol egicas dentre as quais potente atividade anti-
inamat eria [46]. Com base nessas informagoes, foi plangado, pelo LASSBio-UFRJ, o composto
LASSBIi0-1606 [47], C17H1504N3S (gura 5.20), que e um analogo do Piroxicam, C;sH;1304N3S
(‘gura 5.21), sendo obtido pelaintroducao de umanovaligacao duplaN=C nafungao amidaoriginal,
transformando-o em um derivado de N-acilidrazona, e pela substituicao do atomo de nitrogenio por
um atomo de carbono no anel pirid-nico. A atividade anti-in amat eriado composto L ASSBio-1606
apresentou-se mais intensa que o Piroxicam.

A estrutura cristalogra ca do composto LASSBi0-1606 | a havia sido previamente determinada

por nes com base nos dados col etados no difratometro Enraf-Nonius CADA4 instalado no Laboraterio
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de Cristalograado Instituto de F -sicada UFG e os resultados publicados [47]. Com ainstalagao do
difratometro APEX || DUO da Bruker foi feita a redeterminacao estrutural em pressao ambiente e
tambem coletas em altas pressoes.

Nesta secao serao apresentados os resultados de difracao de raios X em pressao ambiente por
monocristais do composto LA SSBi0-1606, a partir dos dados obtidosno APEX || DUO. Naprexima
secao sera feita a analise do comportamento, em altas pressoes, de seus parametros de rede e de

possvels rearranjos conformacionais.

o

070

Figura5.20: Representacao plana do composto LA SSBio-1606

Fonte: Elaborada pela autora.

o

07 \o

Figura5.21: Representacao plana do anti-in amat erio Piroxicam

Fonte: Elaborada pela autora.

Os monocristais ( gura 5.22) foram obtidos pelo metodo de evaporagao lenta solubilizando 6,2
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mg do composto em uma solugao de 0,3 ml de diclorometano e 0,02 ml de DM SO a temperatura
ambiente. A amostra selecionada para a coleta de dados de difracao de raios X foi de formato
prismatico com dimensoes 0,144 mm x 0,226mm x 0,392 mm. Os principais dados cristalogra cos

estao apresentados natabela’5.10. A unidade assimetrica apresenta umamolecula e estarepresentada

na gura 5.23.

Figura5.22: Cristais do composto L ASSBio-1606

Fonte: Elaborada pela autora.
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Fermula C17H1504N38
Massa molecular 357,4
Sistema cristralino monocl -nico
Grupo espacia C2/c
a(A) 15,6979(7)
b (A) 11,6145(5)
c(A) 19,7205(8)
©) 113,152(2)
Volume (A%) 3305,9(2)
Z 8
Densidade(g/cm?) 1,44
(mm 1) 0,224
Fooo 1488
2 maximo (°) 50,8
Re ex oes coletadas / independentes / observadas 16054 / 3027 / 2575
Numero de parametros 226
Completeza 99,9% (2 =50)
Redundancia 53
Resolucao (A) 0,83
R(int) 2,63
Fatores Residuais [obs] R1=0,034
wR2=0,091
Fatores Residuais [all] R1=0,042
wR2= 0,097
GooF 1,023
max(€A 2) 0,265
min(€A 3) -0,269

Tabela 5.10: Dados cristalogra cos e experimentais do composto LA SSBio-1606

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

Fonte: Elaborada pela autora.

Os aneis C5-C6-C7-C8-C9-C10 (rms deviations = 0,0082 A) e C20-C21-C22-C23-C24-C25
(rms deviations = 0,0033 A) se apresentaram planares enquanto gque o anel S1-N2-C3-C4-C5-C6
mostrou um grande desvio da planaridade (rms deviations = 0,2003 A). Os angulos torsionais ha

subunidade N-acilidrazona estao listados na tabela 5.11.

Atomos Angulotorsional ()
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)

Tabela5.11: Angulos torsionais na subunidade N-acilidrazona - LA SSBio-1606

Fonte: Elaborada pela autora.

A interacao de hidrogenio C10-H10 O3 favorece a formagao de um d-mero em torno do
centro de inversao e esses d-meros se conectam por meio dainteragao N17-H17  O3'. Assim, uma
cadeia composta por uma dupla camada de moleculas se formaao longo dadiagonal [110]. Na gura
5.24 esta ilustrada essa cadeia e na gura 5.25 ha um detalhamento das interacoes presentes, para

melhor visualizacao. Essa dupla cadeia e conectada por meio do contato curto C17-H17 015",
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gura 5.26que se estende ao longo da dae¢110].

Figura 5.24: Empacotament8g] do composto LASSBIi0-1606 ao longo da diéed110]

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.25: Empacotament8g] do composto LASSBIi0-1606 ao longo da diéed110]
evidenciando as interées presentes

Fonte: Elaborada pela autora.
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