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O uso da difracdo de raios X para a determinaca@rdmnjos atdmicos
tridimensionais de estruturas cristalinas de commgosrganicos e inorganicos € uma
etapa importante, tanto no planejamento de novabst&wias como no
desenvolvimento de novos procedimentos para assilie compostos ja conhecidos. O
objetivo deste trabalho € realizar a determinacdtruteiral de derivadosN-
acilidrazénicos (NAH), sintetizados no Laboratorite Avaliacdo e Sintese de
Substancias Bioativas (LASSBio), usando a técnieaddracdo de raios X por
policristais (DRXP). O grupamento NAH constitui wrupo farmacoforico devido sua
relacdo com uma série de atividades bioldgicasstenmntexto a subunidade NAH
consiste em uma vertente proeminente como pontpadigda para o planejamento
racional de farmacos. Ademais, tdo importante quanplanejamento e sintese de
novos farmacos € o conhecimento da relacdo querauea pode ter com o perfil
farmacodinamico e propriedades fisico-quimicas edesbmpostos e que pode ser
melhor compreendida a partir da determinacdo datesd cristalina dos mesmos. Os
programas utilizados nesta tarefa foramiapas Academie o DASHe o método de
Rietveld foi utilizado para refinar as estruturastalinas. Nesta tese cinco compostos,
derivados NAH, foram submetidos a medidas de DRX#3 eesultados demostraram
que esta técnica € uma ferramenta poderosa e @icaza determinacdo de estruturas

cristalinas.

viii



Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as aalpdulfillment of the
requirements for the degree of Doctor of Scienc&¢D

STRUCTURE DETERMINATION OMN-ACYLHYDRAZONES, LEAD-
COMPOUNDS CANDIDATES OF DRUGS, USING X-RAY POWDER
DIFFRACTION

Fanny Nascimento Costa

June/ 2013

Advisors: Delson Braz
Regina Cély Rodrigues Barroso

Department: Nuclear Engineering

The use of X-rays for determination of three-dimenal atomic arrangements
in crystal structures of organic and inorganic compls is an important stage both in
the design of new substances as well as in thelaj@went of the new procedures for
the synthesis of the already known compounds. Theo&this work is to carry out the
structure determination dN-acylhydrazones (NAH) derivatives, synthesized hie t
Laboratory of Synthesis and Evaluation of Bioact®ebstances (LASSBIio) of the
Federal University do Rio de Janeiro using X-raywger diffraction. The NAH moiety
constitutes a pharmacophoric group due to itsicgldb several biological activities. In
this context the NAH subunit consists of a promingart as a starting point for the
rational planning of pharmaceutical compounds. &®,important as the rational
planning and synthesis of new drugs is the undmigtg of both the
pharmacodynamics profile and physicochemical ptogeeiof these compounds. This
knowledge can be obtained by means of crystal tstreicdetermination.Topas
Academicand DASH software were used to accomplish this task. Thetvid method
was employed to refine the crystal structures. His thesis, five compounds$y-
acylhydrazone derivatives, were submitted for alystructure determination using X
ray powder diffraction data. The results have shdvat X-ray powder diffraction is a

powerfull and effective tool for the crystal strut determination.
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CAPITULO |
| INTRODUCAO

|.1 — Aspectos Gerais

O conhecimento popular primitivo e ndo-cientifi@gencontrar alivio para seus
males sempre foi utilizado. Basicamente, os resue@péuticos utilizados pelos povos
mais antigos concentravam-se nos recursos da majur®tadamente nas plantas,
animais e minerais. Até os dias de hoje, com osndéos contemporaneos
desenvolvidos com o uso das tecnologias mais asglasga busca por tratamento e pela
cura das doencas que afligem a humanidade modentiawa instigando a comunidade

leiga e incentivando a comunidade cientifica (NO@ et al, 2009).

Antes do século XVIII, a farméacia permanecia commaciéncia empirica, guiada
apenas por uma medicina herdada dos antigos, qgavian mao do uso de plantas,
minerais e produtos animais e que gerou muitasrrdgdes acerca do potencial
terapéutico de determinadas plantas e outras fomdagais (WERMUTH, 2008 e
SNEADER, 2005). E a partir do século XVIII que drgica adquire definitivamente as
caracteristicas de uma ciéncia experimental pekerd®lvimento de metodologia
cientifica de alta precisdo, tornando-se uma c#édita exata e ha um afastamento das
praticas terapéuticas e médicas, ocorrendo caegres;ao nos estudos e descobertas de
farmacos (NOGUEIRAet al, 2009).

Foi somente no século XIX que comecaram as busels principios ativos
existentes nas plantas medicinais. Assim, 0s proseimedicamentos com as
caracteristicas que conhecemos atualmente, foraatdost Em 1806, Friedrich
Sertlrner, isolou o alcaloide morfina da papoWap@ver somniferun fato que

marcou uma busca constante por outros medicamamiadir de plantas.

O desenvolvimento da industria farmacéutica mundi@l marcado pela
descoberta da salicina em 1829 a partir da pl8at alba A primeira modificacéo
estrutural foi feita a partir da salicina, dandggem ao acido salicilico em 1839 e a
partir do acido salicilico, Felix Hoffman sintetizm acido acetil salicilico, em 1897,
utilizado até os dias hoje (WERMUTH, 2008).



Loius Pasteur também deu importantes contribuigdasa a ciéncia. Suas
descobertas tiveram grande impacto na medicinagadamicio ao que atualmente
chamamos de microbiologia. O jovem quimico com ape26 anos de idade realizou
seu primeiro trabalho que ja revolucionou o ques lmgnhecemos por estereoquimica,
ao estabelecer relagbes entre a cristalografiayimicp e a Optica falando sobre
assimetria molecular. Entre 1877 e 1887 ao pesguisancas infecciosas Pasteur
descobriu trés bactérias responsaveis por doengss homens: estafilococos,
estreptococos e pneumococos. Outra contribuicddtonmportante dada por Pasteur,
foi a descoberta do agente transmissor da raivamango de 1886, Pasteur apresentou
os resultados para o tratamento da raiva na AcaddenCiéncias Francesa e foi entdo

convidado a criar um centro para producdo de vaitiardbica.

Dentre os brilhantes pioneiros da ciéncia, conaieio pai da Quimica Organica,
Hermann Emil Fischer recebeu o Prémio Nobel de @ainem 1902. Fischer
desenvolveu um modelo pioneiro conhecido como ‘“eHachadura” 1ock-key,
definindo que as moléculas dos compostos ativasrg@anismo como, por exemplo, os
farmacos, seriam as “chaves” e os bioreceptorétealsaduras”. Da interacdo chave-

fechadura se obteria a resposta farmacolégicaléncia (WERMUTH, 2008).

Contemporaneo a Fischer, Paul Ehrlich recebeu miBr8lobel de Medicina e
Fisiologia em 1908. Ehrlich criou a expressédo “baagica” (nagic bullety dando
origem ao conceito de “receptores especificos” enofia. Segundo a sua teoria, cada
doenca estaria atrelada a um alvo molecular (hjooec Para cura-las seria necessario
encontrar farmacos que se ligassem a esses alwes ‘taalas magicas”. Ao serem
administradas, atingiriam apenas o alvo da doat®iaando intactas as outras células
do organismo (BARREIRO, 2011). O conceito que Fdulich estabeleceu acerca do
mecanismo de acdo dos medicamentos, foi fundamepash a criacdo dos
medicamentos sintético&Corpora Non Agunt Nisi Fixate™ Uma substancia quimica
nao funcionara a menos que ela seja capaz de aedig um sitio especifico. O
reconhecimento do receptor por parte do farmaco mapejamento racional deste
farmaco séo dois importantes aspectos que formdrases da atual Quimica Medicinal
(YUNES et al, 2001; KING, 1994).

Nos anos subsequentes, surgiu o conceito relatisgexeptores farmacoldgicos,
gue propiciou o desenvolvimento da grande maioais @rogas modernas disponiveis

no mercado. A enorme contribuicdo de Paul Ehrliemapo desenvolvimento da
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terapéutica moderna, ndo ficou restrita a esse edondundamental. Em 1906,
trabalhando com corantes e em parceria com a HipeEislich decidiu fazer

modificacdes estruturais nos compostos chamadeaaysnzenos. Apés sintetizar 606
compostos, descobriu a arsfenamina, denominadeermrstente como Salvarsan,
utilizada para o tratamento da sifilis (CALIXTO EX§EIRA JR., 2008).

Nas primeiras décadas do século XX, surgem, airmldras descobertas
importantes de alguns medicamentos que marcaramst@i& da humanidade. Entre
outras, pode ser mencionada a descoberta da suilidenee mais tarde da penicilina por
Alexander Fleming, em 1928. Assim, na segunda metiadséculo XX, o processo de

planejamento de analogos tornou-se altamenteisafist(SNEADER, 2005).

‘ Farmacologia
" Quimica )_I Quimica ]J e ‘
‘ Organica | | Analitica | Bacteriologia

Descoberta de Farmacos
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Figura 1.1 — Periodos das descobertas de farmacos (Adaptado de RAVINA,
2011).



A Figura I.1 apresenta uma visdo geral da evoluz@iaescoberta de farmacos
dividida em cinco periodos. Foi necessario que wsnigos, que trabalhavam no
desenvolvimento desses farmacos, fossem adquidodbecimento em outras areas,
em paralelo ao conhecimento da quimica, para gpesguisas lograssem éxito até os
dias atuais (DREWS, 2000).

O conceito de Quimica Medicinal reflete, claramgetda visdo interdisciplinar
gue era necessaria aos quimicos que pretendiaaihaalmo desenvolvimento de novos
farmacos. Ela € uma ciéncia interdisciplinar qua t&m amplo dominio. Estuda as
razdes moleculares da acdo dos farmacos de mamelescrever a relacdo entre a
estrutura quimica e a atividade farmacoldgica, angprizando as diferentes
contribui¢cBes funcionais. Atua na interface da dcdnorganica com ciéncias da vida,
englobando, bioquimica, farmacologia, biologia molar, genética, imunologia,
farmacocinética e toxicologia. Envolve também dikeas como a fisico-quimica,
cristalografia, espectroscopia e ainda técnicaspatexsionais de simulacdo, analise de
dados e visualizagdo de dados. Os objetivos da iQuiMedicinal sdo: encontrar,
desenvolver e melhorar as substancias que podemawaliviar doencas e entender 0s
fatores causativos que acompanham o processo quimgui deve ser incluido o
planejamento e o desenho estrutural de novas selEtagque possuam propriedades
farmacoterapéuticas Uteis, capazes de representas entidades quimicas, candidatas
a protétipos de novos farmacos de uso seguro.destplexa tarefa envolve multiplos
fatores, responsaveis pela resposta terapéutiegadase decorrentes da complexidade
dos sistemas bioldgicos, abrangendo diversos doscde diferentes disciplinas, néao
podendo ser cumprida aleatoriamente (WERMU&tHal, 1998; WERMUTH, 2008;
BARREIROet al, 2002).

Dentre os fatores que envolvem a elucidacdo destagatapas necessarias para
descrever a relacdo entre a estrutura quimica &valaale farmacoldgica de um
protétipo, candidato a novo farmaco, pode-se inatuiestudo estrutural em nivel
atdmico deste. O uso dos raios X para a deternmondodarranjo tridimensional em
estruturas cristalinas de compostos organicos eyamicos € um importante estagio
tanto no desenho de novas substdncias como no voéserento de novos

procedimentos para a sintese de compostos ja ddoedCHERNYCHEV, 2001).

Em 1995, na Universidade Federal do Rio de Jan#&iocriado o LASSBIoO,

Laboratério de Avaliacéo e Sintese de SubstandeatiBas com o objetivo de realizar
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trabalhos de pesquisa visando a descoberta de soliatgincias bioativas, candidatos a
protétipos de novos farmacos (BARREIRO, 2013). Amgb dos anos, Vvarios
protétipos de novos farmacos foram descobertos,0conLASSBIi0-294, protétipo
cardioativo que foi a primeira patente obtida peA&SBio, em 2006 (SILVAgt al,
2005; SILVA, et al, 2002; SUDOegt al, 2001; GONZALEZ-SERRATOSt al, 2001

e SUDO,et al, 2006). A comparacao estrutural de alguns praiétigescobertos no
LASSBIo, ilustrados na Figura 1.2, indica certagacteristicas comuns, como a
presenca da func@d-acilidrazona e do biéforo benzodioxila, originadio safrol, que é
um importante alil-benzeno natural isolado do Otkp sassafras (obtido da canela
brancaOcotea pretiosp(BARREIRO, 2009).
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N-acilidrazona (NAH)

Figura 1.2 — Cronografia da descoberta de novos compostos-protétipos no
LASSBIio, UFRJ (BARREIRO, 2009).

Como os farmacos sao tipicamente compostos orgaigjge existem em varias
formas e que se caracterizam por diferentes pugutes fisicas e quimicas, tém-se ai
uma oportunidade para o cientista que estd inetesem entender a estrutura e/ou
propriedades relacionadas aos solidos organicosTOWNO, 2010). A eficacia
terapéutica de um farmaco, bem como de um compostotipo, esta diretamente
relacionada com as propriedades fisico-quimicastedemposto, tais como
solubilidade, taxas de dissolucéo, estabilidadentpai, cor, ponto de fusdo e também,
ao habito cristalino e ao tamanho da particula [E¥W et al., 2004). Essas
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propriedades podem ser bem compreendidas atravéscadacterizacdo e/ou

determinacao estrutural por difracdo de raios XXPR

A difracdo de raios X é uma das ferramentas maigamusadas no estudo da
estrutura da matéria. Em 1912, Laue, Knipping edficth demonstraram que os cristais
se comportam como uma rede de difracio e que @S P&i possuem natureza
ondulatéria. Em 1913, William Henry Bragg e sewhdilWilliam Lawrence Bragg
propuseram uma maneira simples de compreendede@r® fendmeno da difracéo de
raios X que ocorre em um cristal: a lei de Braggsd® entédo, a difracdo de raios X
tornou-se uma ferramenta basica (e a mais amplanitizada) na caracterizacéo de
um grande namero de materiais (ANDRADE, 2003).

A caracterizacdo de materiais por DRX pode sea fatilizando-se monocristais
ou policristais. Embora a DRX por monocristal sejatécnica mais poderosa e
rotineiramente aplicada para determinar estrutarnagalinas, uma intrinseca limitacédo
dessa técnica é a preparacdo de um monocristandgnho suficiente, qualidade e
estabilidade. Se o monocristal desejado néo pedesido, é necessério lancar mao da
determinacdo da estrutura utilizando dados dedgdifraor policristais. Além disso, 0s
pos e materiais prensados sdo mais faceis de siedos, sdo mais praticos e mais
baratos; assim, a DRX por policristais torna-se Wupa alternativa na solugédo de
muitos problemas. Porém, devido a alta sobreposigigicos a altos angulos de
difracdo, até meados da década de 60 a difracdaia® X pelo método do po6 (por
policristais) era comumente utilizada apenas nésenqualitativa de fases. A partir dos
trabalhos de Rietveld (1967, 1969) e com os avasobse este método (melhores
modelos matematicos e computadores cada vez npigosae baratos), tornou-se
possivel um grande numero de andlises usando tquerfib de difracdo de po, tais
como a identificacdo e quantificacdo das faseseptes num sistema policristalino
multifasico, andlise de tamanho de cristalito erodeformacdo da rede cristalina,
andlise da ocupacgdo de sitios cristalograficosdopantes adicionados aos materiais
(estequiometria), analise de posicdes atbmicasamiss interatbmicas, angulos de
ligacdo, além da determinacdo da estrutura. (ANDRAROO3; YOUNG, 1993;
BYRN, et al., 1995; GIRON,et al., 1990 ; STEPHENSONgt al, 2001 e BOTEZgt
al., 2003).

Recentemente, despertou-se um consideravel interessta area, € progressos

consideraveis tanto no desenvolvimento de novasc#t como na aplicacdo destas
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para lidar com uma ampla gama de problemas esisitestdo sendo feitos (HARRIS,
2002). Melhora significativa tem sido feita nospdisitivos de geracdo de raios X
(&nodo rotatorio, luz sincrotron), deteccdo desraXo (detectores de estado solido,
sensiveis a posicao, multiplos detectores) e re&ol@uz sincrotron, monocromadores
sagitais, espelhos de focalizacéo e outros). Tsslo liesulta em maior sofisticacdo na
caracterizagdo de materiais, inclusive farmacosssipditando obter uma maior
quantidade de informacdes do perfil de difracaa@de se tinha até entdo (ANTONIO,
2010 e STEPHENSON, 2005).

* A determinagédo da estrutura de um cristal a pddidados de difragao

(monocristal ou pd), de modo geral, compreende@sistes fases:

» Determinacdo da cela unitaria (indexagédo) e deterpdio da simetria

(atribuicdo do grupo espacial);
* Solucao da estrutura;
* Refinamento da estrutura.

Este procedimento é muito mais complicado do qesgparecer e pode envolver
um grande numero de estagios internos quando okadss de uma determinada fase
nao forem satisfatérios e houver necessidade demegtpara uma das etapas anteriores,
em vez de prosseguir para a proxima fase (HARRIBS2R A descricdo completa da
técnica de difracdo de raios X de po e de cada dessas fases necessarias a

determinacdo de uma estrutura cristalina seracaptadas no capitulo 1.

|.2 — Objetivos

Este trabalho foi desenvolvido com a colaboracadbatmratorio de Avaliacéo e
Sintese de Substancias Bioativad ASSBio, da UFRJ e tem como objetivo o estudo
estrutural, em nivel atbmico, de derivaddscilidrazonicos (NAH). Estes derivados
sdo bastante conhecidos por apresentarem atividmdi@égica em diferentes alvos
farmacoldgicos e por este motivo se tornam umestante alvo de pesquisa (FRAGA
e BARREIRO, 2006; ROLLAS e KUCUKGUZEL, 2007; RODRUES, 2008).

Pode-se dizer que um dos fatores que definem asigdades farmacolégicas que

cada farmaco tera é o arranjo estrutural que etsapta. Assim, tdo importante quanto



a sintese de novos farmacos € a sua caracterizst@dural, jA que sua estrutura
(conformacéo) pode estar diretamente relacionaduaecacéo terapéutica pretendida. A
partir desse conhecimento torna-se necessario greeteristicas como: distancias
interatdmicas, angulos de ligacao, angulos de ¢toig@nfiguracao relativa da molécula,
entre outros aspectos importantes da geometriaclale sejam revelados e analisados.
Dessa forma, a necessidade de novas pesquisasapatacidacdo de estruturas

cristalinas se torna imprescindivel.

A DRX vem ao encontro dessa necessidade, pois guade para a analise de
solidos cristalinos. Porém, muitas vezes, no LA®SBm-se enfrentado a dificuldade
de produzir monocristais de tamanho, qualidadetabdisades suficientes para que
estes sejam avaliados através DRX por monocristakte contexto, a DRX por
policristais tem se mostrado uma ferramenta podem<fetiva para a analise de
farmacos e também para determinar estruturas descidias (FLORENCEet al,
2005).

Nesta tese, usando a técnica Diéracdo de Raios X por Policristgiscinco
derivados N-acilidrazbnicos foram avaliados e tiveram suagugstis cristalinas
determinadas. Estas informacdes dardo subsidiaipaaanelhor compreenséao do perfil

farmacodinamico e das propriedades fisico-quindeases compostos.



CAPITULO I

I FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo hiéfiog dos aspectos envolvidos
na sintese de novos compostos-protétipos, sob o plenvista da Quimica Medicinal.
Aspectos sobre a teoria de difracao de raios Xecass envolvidos na determinacéo de

estruturas cristalinas também serdo apresentados.

[1.1 - A Quimica Medicinal

A descoberta de farmacos € um processo complestostmie orquestrado, que
exige trabalho em equipe e especialistas de varess do conhecimento. Trata-se de
atividade multidisciplinar (Figura I1.1) que desdeu principio tem a Quimica

Medicinal como eixo central do processo.
Genética
Biologia i
Molecular . - Humia

- |

Figure 1.1 - Diversas disciplinas envolvidas na Quimica Medicinal

evidenciando seu carater interdisciplinar.

Segundo a definicdo da IUPAC (International Union Rure and Applied
Chemistry), a Quimica Medicinal € uma disciplinadzda na quimica, que envolve as
ciéncias biolégica, médica e farmacéutica, entteaspucuja missdo € o planejamento,
descoberta, invencéo, identificacdo e preparacacodgostos biologicamente ativos
(prototipos), o estudo do metabolismo, interpredagd mecanismo de acdo em nivel
molecular e a construgdo das relagbes entre atwstriguimica e a atividade
farmacoldgica (IUPAC, 1997).



Um projeto de Quimica Medicinal compreende as stapga descoberta,
otimizacdo e desenvolvimento do protétipo (WERMUPRHQ3). A descoberta é a etapa
que se destina a eleicdo do alvo terapéuticopata o tratamento de uma determinada
fisiopatologia, a aplicacdo de estratégias de pamento molecular para desenho de
ligantes do alvo selecionado utilizando as estraségle modificacdo molecular
cladssicas da Quimica Medicinal, tais como biois@st®, homologacao, simplificacéo
e hibridacdo molecular, ou pelo emprego de técnicasiputacionais como a
modelagem molecular e estudosREacao Estrutura-AtividadéREA) (BARREIRO e
MANSSOUR, 2001; BARREIRO, 2002; LIMA e BARREIRO, @), método de
correlacdo quantitativa entre estrutura quimicéivédade bioldgica, onde a variacao de
atividade pode ser quantitativamente correlaciortada as variagdes das propriedades
fisico-quimicas e caracteristicas estruturais da série de moléculas (SANT ANNA,
2002; ZHOU e MADURA, 2004). Compreende, ainda, irgal a determinacdo das
atividades farmacolégicas do ligante, que uma ¥ie» & vivo, preferencialmente por
via oral, passa a ser denominado protétipo (LIM2QD).

A etapa de otimizacdo compreende o melhoramentesttatura do prototipo,
através de modificacdes planejadas com auxilio édaidas definidas, que podem
identificar os diferentes niveis de contribuicaonfacoférica, fornecer informacdes
sobre a conformacéo bioativa e antecipar o indeceedonhecimento molecular pelo
alvo selecionado, visando o aumento da poténcitetisdade, diminuicdo da
toxicidade, adequacao do perfil farmacocinéticetal®lecimento da relacéo estrutura-
atividade, a partir da sintese e avaliacdo farndgamd, in vitro e in vivo, de séries
congéneres ao protétipo identificado originalme(it¢MA, 2007; BARREIRO e
MANSSOUR, 2001).

A etapa de desenvolvimento do prototipo objetivaotanizacdo de suas
propriedades “ADMET” Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxicidade) e farmacéuticas (solubilidade, odor,osglde modo a viabilizar seu uso
clinico, através da preparacao eventual de préaéos) complexos de inclusdo, micro

emulsdes, formulacdes de liberacao lenta, entétcgdLIMA, 2007).

Diversas estratégias da Quimica Medicinal podemesgiregadas no desenho
molecular de novos candidatos a protétipos de féomaAlém disso, estas estratégias

sdo cruciais na etapa de modificagdo molecularsséada a sua otimizagdo, diminuindo

10



efeitos colaterais e aumentando sua poténcia, yem@o, (BARREIRO, 2009). A

seguir apresentaremos algumas dessas estratégias.

11.1.1 — A Abordagem Fisiologica no Planejamento dbdlovos Farmacos

Este processo inicia-se pela escolha correta do-tatapéutico relacionado a
patologia que se pretende tratar. Posteriormeasappor validagdo terapéutica e pela
identificacdo ou descoberta de novos padrbes malesude substancias novas e
inovadoras, capazes de serem reconhecidas de ffioi@nte, ou seja, com niveis
adequados de seletividade, pelos alvos-terapéutbeisos, promovendo resposta
biolégica, de preferéncia por administracdo orabm o menor indice de toxicidade
possivel (BARREIRO E FRAGA, 2005).

A eleicdo do alvo-terapéutico € a etapa criticasnoesso desta estratégia e
depende estreitamente dos conhecimentos bioquirsiats a fisiopatologia da doenca
em estudo e seus mecanismos farmacolégicos. Desta,fidentifica-se a localizacéo
celular e biolégica do alvo-terapéutico (BARREIROFRAGA, 2005). A estrutura
molecular do alvo-terapéutico, enzima ou recepgtode ser conhecida ou ndo. Em
ambos os casos, o planejamento molecular do nogthtgo pode ser realizado
introduzindo-se modificacbes moleculares, baseadas relacdes estrutura-atividade
desejadas ou através de técnicas computacionais @studar os indices de
complementaridade molecular entre bioligante-reme@ os diferentes tipos de
interacbes envolvidas (MURCKO, CARON e CHARIFSON99; BARREIRO et al.,
1997).

Uma vez identificado um analogo-ativo e comprovadatividade farmacolégica
pretendida, através de protocolos farmacolégicpsvivo, tem-se entdo um novo
composto-protétipo, candidato a novo farmaco. Qutnaodificacdes moleculares
podem ser realizadas no novo composto-prototipa, @@mizar sua poténcia e eficacia.
Estas modificacdbes devem ser planejadas de modeprimoaar as propriedades
farmacocinéticas e adequar eventual perfil de tade identificado nos bioensaiis
vivo (RODRIGUES, 2008).

A Figura 1.2 apresenta o esquema das etapas edaslwneste processo e

evidencia o grau de complexidade e interdiscipiit@ate que o caracteriza.
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Figura 1.2 - Estratégias empregadas na identificacdo de um novo composto-

prot6tipo com base na abordagem fisiolégica (BARREIRO, 2009).

A integracdo do conhecimento cientifico proprio dieersas disciplinas é que
contribui para a correta identificacdo do melhorodakrapéutico a ser eleito para
tratamento, prevencdo ou cura de uma fisiopatoldgtarminada, o que caracteriza a
abordagem fisiologica (BARREIRO e MANSSOUR, 2001NMDSAY, 2003).

A escolha da estratégia de planejamento estrudusalr adotada para o desenho
molecular do novo ligante dependera do nivel deheomento estrutural do alvo
terapéutico eleito. Caso seja conhecida a estrutidemensional do alvo-eleito e,
principalmente, aquela do sitio de reconhecimertdlzoular, o planejamento molecular

de ligante seletivo pode apelar para estratégsesaolas na quimica computacional.

Alternativamente, quando a estrutura do alvo terdg@ ndo é conhecida, o
desenho molecular de novos padrdes estruturaisaddidato a composto-prototipo
desejado pode ser conduzido a partir do empregestiatégias de planejamento
estrutural da Quimica Medicinal, isto €, identifida de novos analogos ativos do
substrato natural do receptor ou do agonista dinangventualmente eleita como alvo-
terapéutico. O planejamento molecular racionaledeahalogos-ativos pode se dar pelo
emprego do bioisosterismo, da simplificacdo mokguda hibridacdo molecular, entre

outras metodologias de planejamento molecular deniQa Medicinal.
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Independente da estratégia adotada para plane@nmeatecular dos novos
padrées estruturais dos candidatos a compostodtipag, deve-se, obrigatoriamente,
levar em conta todas as possiveis contribuicbescdfixicas das subunidades
moleculares presentes na série congénere de casppktnejados, especialmente
qguanto ao potencial toxico relacionado ao sistdBWRREIRO E FRAGA, 2005).

[1.1.1.1 — Simplificacdo Molecular

A simplificacdo molecular foi inicialmente empregacka obtencdo de compostos
estruturalmente mais simples, a partir de protétipaturais ativos, estruturalmente
complexos. Esta estratégia de planejamento molecdéa novos farmacos foi
empregada em seus primérdios, empiricamente, sepréwio conhecimento das
diferentes contribuicbes farmacoféricas das desinsubunidades estruturais do
protétipo, geralmente, mas néo exclusivamente, rigerm natural. Atualmente, os
avancos observados no estudo da relagdo entrerwgusstquimica e a atividade
(SAAR) permitiram que esta estratégia passasse ansgregada de forma racional,
preservando as subunidades farmacoforicas, premtamedentificadas no composto-
protétipo eleito, natural ou sintético (SETTI e NHTUCH, 1996 e BARREIRO,2002).

[1.1.1.2 — Hibridacdo Molecular

A estratégia de hibridacdo molecular representa uereamenta UGtil no
planejamento molecular de um composto-prototipo kageada na combinacdo de
determinadas caracteristicas estruturais de disesubstancias bioativas para produzir
um novo composto hibrido que tenha melhor afinidaddicacia, quando comparado
com seus precursores. Esta estratégia pode resiltda, em um composto que
apresente perfil de seletividade modificado, diiege e/ou duais modos de acéo e
diminuicdo de efeitos colaterais indesejados (VIBGAINIOR et al., 2007).

Compostos hibridos podem ser construidos ligantborsdades farmacoforicas
diretamente ou com agentes espacadores. O confpasiado pela simples associacdo
de dois principios ativos distintos também podecsesiderada um composto hibrido
(BOSQUESI et al., 2011). A Figura 1.3 ajuda a edi&r a estratégia de hibridacao

molecular.
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Figura 11.3 - Representacdo da hidridacdo como estratégia de modificacdo
molecular. O hibrido A/B é obtido através da ligacao dos dois farmacos com ou
sem agentes espacadores (Adaptado de BOSQUESI et al., 2011).

[1.1.1.3 — A Restricao Conformacional

Dentre as estratégias de modificacdo molecular e composto-prototipo
visando a sua otimizacgéao, a restricdo conformatiena sido empregada com sucesso
no aumento da afinidade e seletividade de um legpealo biorreceptor alvo, sendo, por
esta razdo, muito explorada na busca de ligantésg@mstas/agonistas de um
determinado subtipo de receptor ou isoforma enkadEm alguns casos o prototipo
com alto grau de flexibilidade conformacional pagsamo conformacao bioativa uma
conformacdo de elevada energia. A restricAo cordoional possibilita planejar
compostos que apresentem esta conformacdo dese@dan com menor energia,

favorecendo a interacéo ligante-receptor (MAIACR.2008).

[1.1.1.4 — A Homologacao

O processo de homologacdo molecular consiste emimptante estratégia de
modificacdo estrutural resultante da insercdo derohnados grupos funcionais, como:

um benzeno, uma ligacéo viniloga ou grupamentoéijeno (WERMUTH, 2008).

As variacdes em séries homologas podem resultaroempostos com elementos
de simetria, com melhor lipofilicidade. No caso klemdélogos polimetilénicos ou
polivinilogos, o aumento de uma cadeia lateral fadlerecer interacdes com residuos

de aminoacidos de receptores ou enzimas que afbesram acessiveis a0 composto
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nao-homologado, resultando em eventual aumentooténgia relativa (WERMUTH,

1996). Veja um exemplo da utilizacéo desta estiatég Figura I1.4.
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Figura Il.4 — Planejamento estrutural usando homologacéo (SANTOS, 2009).

[1.1.1.5 — Bioisosterismo

O Bioisosterismo € uma estratégia da Quimica Mediciusada para a
modificacdo racional de um composto-protétipo (THMBER, 1957; BURGER, 1983).
O seu conceito esta baseado em uma modificacdocayise uma variagdo em alguma
caracteristica fisico-quimica ou estrutural do @ipb, mas mantenha o seu efeito
biolégico e o reconhecimento do farmaco pelo baapeor alvo (LIMA e BARREIRO,
2005 e RODRIGUES, 2008).

As modificacdes obtidas através de uma troca lstésica visam alterar o perfil
do prototipo nos seguintes aspectos: melhorarradatie, a eficacia e especificidade,
diminuindo, se possivel, a toxicidade e os efeddsersos; variar as propriedades
fisico-quimicas, tais como solubilidade e estahiliel quimica; e melhorar as qualidades
farmacocinéticas, tais como biodisponibilidadealediiade metabdlica, distribuicéo,
duracao da acao, etc (PATANI, 1996).

O sucesso desta estratégia no desenvolvimentovdes sabstancias tem crescido
em classes terapéuticas distintas. Esta estraéthasendo amplamente utilizada pela

indUstria farmacéutica para descobrir novos anélagmercialmente atraentesd-toQ
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e também como uma ferramenta (til para a modifecagéolecular (LIMA e
BARREIRO, 2005).

Em 1970, Burger classificou e subdividiu os bioiedss em classicos e néo-
classicos. Os bioisésteros classicos sdo atomokcul@s ou grupos funcionais de
mesmo numero de elétrons de valéncia e os nadedassao aqueles grupos que
mimetizam o arranjo espacial, as propriedadesoglietts, ou alguma outra propriedade
fisico-quimica de uma molécula ou grupo funcionak (g critico na retencdo da
atividade biolégica (BURGER, 1983).

A Figura 1.5 mostra, como exemplo, como foram esgpdas varias das
estratégias apresentadas anteriormente, no plamiammolecular do composto
LASSBI0-129.

O \\ (]
2 N~ N\I; HNJ\N*’N\ [ N
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0 4 NO;

LASSBio-129 o
Dantroleno
Hibridacdo Molecular
—%___‘_’_,5-
LASSBio-1216 n—) LASSBio-1221
Restricao

conformacional

Simpliﬁcagéo Molecular

LASSBio-1214 Restngao LASSBio-1215
conformacional

Figura 1.5 - Modificac@o estrutural de LASSBIio-129 utilizando as estratégias
de hibridacdo, simplificacdo molecular e restricdo conformacional (COSTA,
2008).
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[1.1.2 — Otimizagdo de um Composto-Prototipo

Uma vez descoberto o novo composto-protétipo, paeseguinte na cadeia de
inovacdo em farmacos é sua otimizacdo. Nesta etépsem ser identificadas as
distintas contribui¢cdes farmacoforicas de todasudsinidades estruturais, de maneira a
orientar as modificagdes moleculares a serem ingidds na estrutura do composto-
protétipo ampliando a diversidade estrutural degt®lrdo molecular, o que é
significativamente relevante para elaboracdo dedpsdde protecao intelectual desta
descoberta (BARREIRO E FRAGA, 2005).

A otimizacdo de um composto-protétipo depende dabetecimento e analise
da Relacao Estrutura-Atividade, para propor moalgies na estrutura do prototipo com
0 proposito de melhorar sua poténcia, seletividadeliminuir a sua toxicidade
(WERMUTH, 2003). Nesta etapa, o emprego de técnileagjuimica computacional
aplicadas ao desenho de farmacos sdo particulaeniégis. A construcdo de modelos
topogréficos 3D do sitio de reconhecimento molecd@ biorreceptor orienta, ao
menos teoricamente, as modificagdes molecularegses@tas a otimizacdo das

propriedades farmacodinamicas do prototipo (GANELL1990).

11.1.3 — Estruturas Privilegiadas

O reconhecimento molecular de uma droga na biddasesultado de interacdes
moleculares com biomacromoléculas envolvendo forglasrostaticas, dispersao e
interacBes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénicoealentes. O arranjo espacial das
subunidades estruturais da micromolécula respohpéressas interacdes com o0s sitios
complementares do biorreceptor, inclui os requssitarmacoforicos para este
reconhecimento e define qualitativamente o graafuédade e seletividade da droga —
complexo biorreceptor (BARREIRO E MANSSOUR, 200DBARTE et al., 2007).

Na literatura, observa-se o crescimento do interaasidentificacdo de estruturas
moleculares chamadas “privilegiadas”. Essas esasitucorrespondem a uma
subunidade estrutural minima capaz de forneceiopdigiantes para mais de um tipo de
biorreceptor, cuja seletividade pode ser moduladé& mdequada introdugcédo de
subunidades farmacoforicas auxiliares. Este camdeitformulado pela primeira vez
por Evans et al. (1988) e mais tarde aperfeicoaadPptchett e Nargund (2000), que
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identificaram propriedades nestas subestruturas tgueam a interacdo delas com
biomacromoléculas, mais facil e ocasionalmenteindést daquelas que envolvem os

respectivos ligantes endégenos (DUARTE et al., 2007

Uma das estratégias que vem sendo empregada porsajgupos de pesquisa
consiste em se preparar colecbes combinatériasaglesstruturas chamadas
"privilegiadas". Esta classificacao foi direcionaaalgumas classes de compostos que
apresentam amplo espectro de atividades biolégiaém de propriedades

farmacoldgicas apropriadas para uso terapéuticAg@ CORREA, 2001).

[1.1.3.1 — AsN-acilidrazonas Bioativas

A caracterizacdo da subunidadeéacilidrazona (NAH) como uma estrutura
privilegiada fundamenta-se na ocorréncia desterfesjo molecular em compostos que
apresentam atividades em distintos alvos terapu{iDUARTE et al., 2007) e esse
caréater foi evidenciado nos diversos trabalhosrdeseidos no LASSBio e que foram
compilados na revisdo de FRAGA e BARREIRO (2006).

Véarios padrbes de atividade farmacolégica podem ateservados para 0s
derivadosN-acilidrazonicos, tais como antimicrobiana, antiadsivante, analgésica,
antiagregante plaquetaria, anti-inflamatoria, apgrdssiva, vasodilatadora, dentre
outras. Esses padrBes sao devidos a variacdo ahcdas subunidades estruturais da
regido amidica (W) e iminica (Z) destes compostosjo pode-se observar na Figura
1.6 (FRAGA e BARREIRO, 2006; ROLLAS e KUCUKGUZEI2007), utilizando-se
de estratégias da Quimica Medicinal de modificagémdecular, como a hibridacao
molecular, o bioisosterismo, a simplificacdo molagua homologacdo e a restricao
conformacional, j& descritos anteriormente (WERMUTH96; LIMA e BARREIRO,
2005, RODRIGUES, 2008).

Vale ainda ressaltar que o padrdo NAH caracteezaar possuir diferentes
pontos de possivel diversidade estrutural, imptegama construcdo de distintas
familias de compostos-protétipos, candidatos a daos (DUARTE, 2006). Neste
contexto a subunidade NAH consiste em uma vertprenissora como ponto de

partida para o planejamento racional de farmacd@RMHY et al., 2004).
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Figura 1.6 — Perfis de Bioatividade de derivados N-acilidrazdnicos.

II.2 — Difracao de Raios X

A difracdo de raios X tem sido, sem dulvida, a Eréxperimental de maior

importancia na tarefa de revelar a estrutura dacsi

Esta técnica foi inicialmente usada para estabelearanjo tridimensional de
atomos em um cristal por William Lawrence Bragg @813, logo apds Wilhelm
Conrad Réentgen ter descoberto raios X, em 198%ve \Mn Laue mostrar, em 1912,
gue estes raios poderiam ser difratados por ®@isBriagg encontrou, a partir dos
estudos de difracdo de raios X, que em cristaidateto de sodio (NaCl), cada atomo
de sodio esta rodeado por seis atomos equidistaletedoro e cada cloro por seis
atomos de cloro, também equidistantes. Nenhuma coialédiscreta de NaCl foi

encontrado e, portanto, Bragg supds que o cristasistia de ions de sédio e ions
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cloreto, em vez de atomos individuais (sem cargaje fato havia sido previsto
anteriormente por William Barlow e Jackson Williddope em 1907, mas néo tinha,
antes da pesquisa dos Bragg, sido demonstradoimgntéalmente. Uma década e meia
mais tarde, em 1928, Kathleen Lonsdale utilizoufragho de raios X para mostrar que
o anel de benzeno € um hexagono regular plano,Entaglas as ligacdes carbono-
carbono sao iguais em comprimento (LONSDALE, 19&#u resultado experimental
foi confirmado posteriormente por estudos espectuisos (STOICHEFF, 1954) e foi
de grande importancia para a quimica. Desde eatdifracéo de raios X e a difracdo de
néutrons tém sido usadas para estabelecer castcteri detalhadas da estrutura
molecular de todos os tipos de substancias quinitstalinas, das mais simples até as
mais complexas (GLUSKER e TRUEBLOOD, 2010).

Laue descrevia os cristais em termos de uma rédienénsional de linhas de
atomos, e com base na sua analise veio a hocaeedesgristais se comportam, de fato,
como uma rede de difragdo tridimensional. Por oldadw, os Bragg encaravam 0s
cristais em termos de camadas ou planos de aton@sejcomportavam como planos
refletores. Essa abordagem é correta em sentidoé&jgoo e nos fornece, de maneira
simples, uma expressdo para a analise de estrutuistalinas: a Lei de Bragg
(HAMMOND, 2009).

Os raios X sdo um tipo de radiacdo eletromagnélicanesma natureza da luz
visivel, mas de comprimento de onda muito menorijntervalo de 10" a 1FA. Os
raios X ao atingirem um material podem ser espakhadasticamente, sem perda de
energia, pelos elétrons de um atomo. O foton des rdiapds a colisdo com o elétron,
muda sua trajetdria mantendo a mesma fase e emerd@on incidente. Sob o ponto de
vista da fisica ondulatoria, pode-se dizer quedaaletromagnética € instantaneamente
absorvida pelo elétron e remitida; cada elétrom,gbortanto, como centro de emissao
de raios X. Quando os atomos estéo regularmensgas$ps em uma rede cristalina e a
radiacdo incidente tem comprimento de onda da ordeste espagcamento, ocorrera
interferéncia construtiva em certas direcdes erfer@ncia destrutiva em outras. A
interferéncia construtiva dos raios X espalhadasyvgniente de varios atomos,
caracteriza a difracdo. No caso de um cristalga&mecia periodica de atomos pode ser
visualizada como um conjunto de planos cristalagwéf indexados através dos indices

de Miller, hkl, que seréo apresentados na sec¢ao 11.2.2.1.
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O espalhamento coerente dos raios X (mesma erdgagiadiacdo incidente) por
um conjunto de planos cristalind() ocorre em um angulo bem definido, denominado
angulo de Bragg. Para que as ondas difratadagiraterconstrutivamente é necessario
que a diferenca de caminho entre os raios, incdeutifratado, seja um mdaltiplo inteiro

do comprimento de ondada radiacéo incidente, satisfazendo a condic@ralgg :
nA =2d,seré .7)

onde n corresponde a um numero inteiro (ordem fta¢cdo), d corresponde a
distancia interplanar para o conjunto de plamdsda estrutura cristalinaeao angulo
de incidéncia dos raios X, medido entre o feixeidewcte e os planos cristalinos,
também chamado de angulo de Bragg (Figura I1§ta Equacéo ficou conhecida como
Lei de Bragg (HAMMOND, 2009). A lei de Bragg é, forto, uma consequéncia direta
da periodicidade da rede cristalina.

A intensidade difratada, dentre outros fatoregpeddente do niumero de elétrons
no atomo. Sendo assim, temos que atomos com Praitimzem intensidades difratadas
mais altas. Porém, vale lembrar, que a passagemaibssX através da matéria também
pode ser acompanhada por uma progressiva diminugdsua intensidade. Esse
processo, conhecido como absorcdo, depende edserdia dos elementos presentes
no material. Adicionalmente, os atomos séao distdisi no espaco, de tal forma que os
varios planos de uma estrutura cristalina possuémnedtes densidades de atomos ou
elétrons, fazendo com que as intensidades difrategjam, por consequéncia, distintas

para os diversos planos cristalinos.

/ *—o—o o——@
d \\///d'e
[*] sin
! *—o 0o 8,06 oo

Figura II.7 — Diagrama da Lei de Bragg - Interferéncia em nivel planar.

A partir da andlise do feixe difratado (ver equadidb), obtém-se informacao

sobre o arranjo atémico do cristal, ou seja, simedr distancias interatbmicas que
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determinam a chamada cela unitaria. Esta analigeereo conhecimento das simetrias
envolvidas no empacotamento dos atomos que formamaterial, ou seja, de sua

estrutura cristalina. Uma breve descricdo desdasmacfes sera apresentada na sec¢éo
11.2.2.

[1.2.1 — A Producédo de Raios X

Os raios X foram descobertos em 1895 por Wilhelmr&®b Roentgen e foram

assim denominados por desconhecer inicialmentensatizreza. No final de 1895,
R oentgen publicou a primeira descricdo dos raiosnX, qual apresentou uma
caracterizagao experimental qualitativa da novacétd (ROENTGEN, 1895).

Os raios X sao produzidos basicamente de duas raanatilizando um tubo de

raios X ou em um sincrotron.

[1.2.1.1 — O Tubo de Raios X

O método tradicional de producdo € por meio de wubo tde raios X (Figura
[1.2.2). Este dispositivo, originalmente conhecadmno Tubo de Crookes, inventado por
volta de 1886, e aprimorado tecnicamente durasgcaolo seguinte, ainda € largamente
utilizado.
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Figura 11.8 — Tubo de Raios X - Os raios X séo produzidos quando elétrons em
alta velocidade, provenientes do filamento aquecido, chocam-se com o alvo
(anodo) produzindo radiacdo. (adaptado de SHMUELI, 2007).

O método mais utilizado para produzir raios X éfao com que um elétron de
alta energia (gerado no catodo do tubo) colida nomalvo metalico. Se a energia do
elétron acelerado for suficientemente grande, umediétrons de uma orbita interna do
atomo do alvo pode ser expulso desse atomo. Bsi@-$e, portanto, instavel e a lacuna
deixada por este elétron serd preenchida por utroeléde uma Orbita mais externa.

Neste processo, a radiacao X sera emitida (SHMUHELQY).

O espectro de radiacao obtido a partir do tubcad®s rX ndo € monocromaético,
apresentando tanto a radiacdo caracteristica derialatmpregado como anodogK

KB, etc), como também o espectro continuo (Figuéa)l.

Quando particulas carregadas, principalmente ek&timteragem com o campo
elétrico de nucleos de numero atémico elevado oo aceletrosfera, elas reduzem a
energia cinética, mudam de direcdo e emitem aetifer de energia sob a forma de

ondas eletromagnéticas, denominadas de raios Xedmé&nto oulfremsstrahlung A

energia dos raios X de freamento depende fundaimesrite da energia da particula
incidente. Como o processo depende da energia imtelasidade de interacdo da

particula incidente com o nucleo e de seu angulosdéa”, a energia da radiacao

produzida pode variar de zero a um valor maximagdgecontinuo seu espectro em
energia (TAUHATA, 2003).

Na Figura 1l.9a, nota-se que para voltagens madas,abdo produzidos certos
comprimentos de onda em intensidades bem mais qlasas demais. E a chamada
radiacdo caracteristica do alvo. Os demais comptisede onda sdo chamados de
radiacdo branca, pois assim como a luz branca @do branco, sdo formados por
varios comprimentos de onda. Quanto mais se aunaetlifarenca de potencial, mais a
radiacdo caracteristica se destaca em relacdo i@gc&adcontinua, possibilitando a
utilizagdo de um comprimento de onda pré-deternainad

A maneira como se comporta 0 espectro de raios ekplicada através das
transicbes de niveis atdmicos de energia. Para didel®nte transicdo de niveis de

energia, um comprimento de onda diferente € emittdoadiacdo K, é produzida
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guando um elétron transita da camagapara a camada K, enquanto que a radiacao

Kp1 € gerada quando o elétron transita da camaglpavia K (Figura 11.9b).

A energia do féton emitido equivale a diferencaedergia entre os orbitais. Para
a radiacdo K1, por exemplo, Bor=0¢k-eLn- Com essa energia, pode-se obter o
comprimento de onda através da equagauc/(px-¢Ln). COmo a energia para cada
nivel varia com o elemento atdbmico (alvo), cadab tghe alvo produz radiacBes
caracteristicas em diferentes comprimentos de (BIAICHER e SASAKI, 2000).

raizs X
caracteristicos

Intensidade da radiacio

premsstrahlung
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Figura 11.9 — (a) Espectro de raios X de freamento com raios X caracteristicos
para voltagem de pico de 60, 90 e 120 kV. (b) TransicOes eletronicas
(TAUHATA, 2003).
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[1.2.1.2 — Radiacdo Sincrotron

Outra forma de gerar raios X é em laboratériosretfran, como o0 que existe no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) emn@@gnas — SP.

O principio fisico da radiacdo sincrotron remeteledrodinamica classica: uma
carga acelerada em movimento emite um espectnomagnético de energia, e se a
magnitude da velocidade do seu movimento € comehbeédvelocidade da luz, efeitos
muito significativos sdo observados. A teoria dhagéo sincrotron e a sua aplicacdo na
cristalografia tém sido amplamente discutidas tediura (KOCH, 1983; COPPENS,
1992).

BOOSTER

LINAC

Figura 11.10 — Representacdo de uma instalacdo Sincrotron (adaptado do

website: http://www.fotonblog.com/2011/01/via-agencia-fapesp-dezenove.html).

Na Figura I11.10, uma visdo esquematica de uma latsta de sincrotron é
apresentada. Nessas intalacoes, elétrons saawggbar um canhao de elétrons em um
acelerador linear (LINAC). Ali esses elétrons veingir uma energia de varias centenas
de milhdes de elétron-volts (MeV). Estes elétronsrgéticos sdo injetados em um
BOOSTER, onde eles circulam rapidamente, para goisaumentar a energia em
cada revolucao. Isto continua até que os elétromgm@ uma energia de varios bilhdes
de elétron-volts (GeV). Neste ponto, a velocidads dlétrons é muito proxima a
velocidade da luz. Estes elétrons altamente enengé&tdo, entédo, enviados para o anel

de armazenamento, onde 0 seu movimento € mantido.

O anel de armazenamento é um poligono que em cadiaevdispbe de um

eletroima responsavel pelo alinhamento da tragtoi elétron. A medida que o elétron
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passa através de cada eletroimd, sua trajetortarigida e neste processo o feixe de
elétrons sofre uma deflexdo e perde energia savnaafde uma luz de alto brilho e
intensidade, denominada luz sincrotron. A luz sitnon abrange uma ampla faixa do
espectro eletromagnético: Raios X, Luz Ultravioletdnfravermelha, além da Luz
Visivel (SHMUELI, 2007). Um monocromador permitdesgonar a energia desejada

para o uso em experimentos de difragao de raios X.

Denomina-se linha de luz a instrumentacdo que éplad® ao anel de
armazenamento de elétrons. Em cada linha de lugaoheos feixes de fotons (luz
sincrotron), gerados pelos elétrons que circularane de armazenamento. E na linha
de luz que os feixes sdo "preparados” para tedadi nas estacdes experimentais
utilizadas pelos cientistas. Cada linha de luz ¢amacteristicas proprias e nela se faz

determinado tipo de trabalho.

Uma estacdo experimental € instalada em cada lilghduz. Essa estacdo é
formada por equipamentos e instrumentacdo que fMmao cientista realizar a
aquisicao dos dados que serdo usados em suasgass@NLS, 2013).

A alta resolucao, alta intensidade e o ajuste éegensao algumas das vantagens
importantes da utilizacdo da luz sincrotron em upeamento de difracdo de raios X,
em relagéo aos equipamentos convencionais. Aedtducao angular da linha permite a
melhor visualizagéo das linhas de Bragg, uma vezagsobreposi¢édo de picos vizinhos

€ minimizada, reduzindo a perda de informacdesitesais.

O ajuste de energia permite o estudo de difracggmrante. Se necessario, podem
ser utilizados diferentes comprimentos de ondagssgrios para provocar um contraste

entre elementos quimicos proximos entre si naageiiodica (SANTOS, 2011).

Todos esses fatores fazem da radiacao sincrotrarenoelente ferramenta para a

aquisisao de dados experimentais de qualidade.

[1.2.2 — Estruturas Cristalinas

De um modo geral podemos classificar os sélidosasrarfos, semicristalinos e

cristalinos.

Apesar de ndo serem cristalinos, os materiais as@Empre apresentam uma

certa regularidade estrutural média de curto akawcredor de qualquer &tomo. Esta
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regularidade leva a efeitos de difracdo que pemmiieduzir a natureza da ordem a
curto alcance, principalmente quanto as distantiéddias existentes ao redor de um
atomo. Os materiais semicristalinos apresentam ormdanamento parcial, em geral

apenas em uma ou duas dimensdes.

Solidos cristalinos possuem uma propriedade qué assente nos liquidos,
amorfos e gases. Seus blocos de construgéo funtEmeio organizados, com uma
boa aproximagdo, em uma matriz triplamente per&dd@HMUELI, 2007). Podemos

classifica-los, de forma geral, como:
» Monocristalinos

Um monocristal (ou cristal Unico) € o resultado e sélido cristalino com
arranjo periédico e repetido de atomos perfeitamertendidos ao longo da totalidade
da amostra. Usualmente, os monocristais sdo deimesso dificil, pois o ambiente de

crescimento deve ser bem controlado;
« Policristalinos

Policristais sdo constituidos por pequenissimos ognistais, cujo efeito de
difracdo corresponde a superposicdo dos efeitosdiftacdo de cada um dos

microcristais que constituem a amostra.

Pode-se definir um cristal como sendo uma rede aletop regularmente
espacados. Aos pontos dessa rede séo adicionadgntos de elementos reais
denominados base. Assim, a estrutura cristalinana nede de pontos que se prolonga

infinitamente nas trés dire¢cdes do espaco (loncanak).

o o o REEEEEEEEEE e e

I I .. e 8

| | ] [*e= 8 & 8 |

© o 0 o . ________ %% _______
REDE BASE ESTRUTURA

CRISTALINA

Figura 11.11 — Estrutura de um sdlido cristalino (ALS-NIELSEN e MCMARROW,
2010).
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Uma vez que a base foi identificada, deve-se descies posicdes relativas dos
atomos, dentro da base, e descrever como a baspete no espaco (rede cristalina). A
geometria da rede espacial pode ser caracterizatia qela unitaria, usando o0s

parametrosa, b, cea, S, y, conhecidos como parametros de rede (Figura 11.12)

Dentro da cela unitaria pode haver varios objetos gao equivalentes por
simetria, ou seja, a cela unitaria pode ser gesagartir de uma por¢cdo menor. Esta
parte menor, presente dentro da cela unitariaagmatia unidade assimétrica.

Materiais cristalinos, portanto, sdo aqueles qussgem uma distribuicdo
caracteristica e regular dos seus atomos e devidsta regularidade, a estrutura
cristalina de um material ndo precisa ser repradarpor todos 0s seus atomos, mas por
apenas um conjunto de atomos que possam definia alistribuicdo no espaco. Um
cristal também pode ser imaginado como uma coldeacelas unitarias sobrepostas e

preenchendo todo o espaco disponivel (CALISTER4L99

X

Figura I1.12 — Unidade espacial basica - cela unitaria (CALISTER, 1994).

Se o material for composto por dtomos, moléculasoos que ndo apresentam
uma ordenacéo de longo alcance, em nivel atbmmtapele ndo pode ser considerado

um material cristalino, sendo chamado de amorfo.

11.2.2.1 — indices de Miller

A difracédo de raios X de um material cristalinceretse ao espalhamento a partir
de atomos que podem ser considerados como estantto de familias de planos. Por

isso, é desejavel dispor de algum modo para esggoifstas familias de planos dentro
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de um cristal. Os indices de Miller sdo a formasntainveniente para conseguir isto. A
notacdo utilizada para identificar direcdes e paawstalinos sdo os indicés k e |
conhecidos com indices de Miller. As direcbes alisas sdo assim descritabkl] ou
<hkl> e os planoshkl) ou {hKI}.

Para uma dada familia de planos, os indices demMil) k e ) sdo definidos de tal
modo que o plano mais préoximo da origem (mas nalimdo a origem) tem seus
interceptosdy/h, a/k, ag/l) nos eixos (8 &, a).

Na Figura I1.13 podemos observar uma rede retanduildimensional. Este
exemplo serve para ilustrar duas caracteristicgoritmntes dos planos especificados
pelos seus indices de Miller. A primeira é que masitlade de pontos da rede, de uma
dada familia de planos, € o mesmo, e que todosms$da rede estdo contidos dentro
de cada familia. A segunda € que, novamente paeadada familia, os planos sao

igualmente espacados, de modo que seja possival defia distancia interplanary.

@ Cl s ] '?‘ @ “ Q o

: E : [l ' & L'I ||-_i'-"\.
: . . : . w o
o 0 » o

a od :

! ! ! 12
t & o a
a, plano (10}

plano (21}
Figura 11.13 — Planos da rede e indices de Miller para uma rede bidimensional

mostrando os planos (10) e (21). Em ambos os casos a distancia interplanar “d”
esta indicada (ALS-NIELSEN e MCMORROW, 2011).
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Figura 11.14 — Vetor Hy da rede reciproca, perpendicular aos planos (hkl)
(Adaptado de ALS-NIELSEN e MCMORROW, 2011).

[1.2.2.2 — A Rede Reciproca

Além da rede associada a estrutura cristalina pagesreal, ha uma segunda rede,
relacionada com a primeira, importante em expeidnte difracdo e em muitos outros
aspectos da fisica do estado solido. Esta € aeefi@oca. Ela foi inventada como uma
representacdo fisica simples e conveniente sendo famamenta extremamente Util
para descrever todos os tipos de fendmenos de&ifravcorrendo na difragdo de po.
Sua importancia reside na facilidade de se visalalzs planos cristalinos, suas

inclinacdes e espacamentos.

Imagine que além da rede direta com os parame&agdka, b, ¢, a, B,ye o
volume V da cela unitéria, exista uma segunda cede parametroa , b, c,a,B vy
e volume V e com a mesma origem, tal que:

aEb[:a[btzb[btza[tbza[tt::b[ttzm

ala =blb’=clc =1

(I.2)

T Os vetores estdo denotados pelas letras em negrito
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O comprimento dos vetores reciprocos é definidacdedo com a equacao:
o 1 o_ 1 o 1 ¥
a =—(bxc)b =—(cxa)c =—(axb 1.3
S(oxe) b= (e xa) ¢’=1 (axb) (13)
sendo:

cosBcosy —cosa
sergsery’

coxxy =

_ cosycosa —cosB
sery serg” (1.4)

coss

_ cosa cosB - cosy”
serg serg’

cosyy

Esta € conhecida como rede reciproca, que existhamado espaco reciproco.
Como veremos, verifica-se que os pontos na redproea estdo relacionadas com o0s
vetores que definem os planos cristalinos. Existgponto na rede reciproca para cada

plano cristalinolikl).

Dado um ponto de origem O, qualquer ponto do espagiproco é unicamente

definido pelo vetdr
H=ha+kb +Ic" (0.5
ondeh, k el sdo os indices de Miller.

Cada vetorH (hkl) (Figura 11.14) representa a normal a um plancalografico

) 1 1 1 . A
que intercepta os vetores da bas® ec em P e T respectivamente, e a distancia

deste plano a origem do sistema crlstalografldgke:ﬁ

Vale notar que o espaco direto pode ser re-obpticaamdo as equagdes I1.3 e 1.4
aos vetores do espaco reciproco (DINNEBIER e BILEHEY 2008).

T Os vetores estéo denotados pelas letras em negrito

" A rede reciproca é uma construcdo comumente ugatisica do estado sélido, mas com uma

. g C
normalizacgéo diferente@l a = 27.
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As relacbes entre a estrutura do cristal e da rediproca ndo sao dificeis de
serem visualizadas geometricamente; um exemplo do dea Figura 11.15. A
importancia fundamental da rede reciproca em difrage cristais resulta do fato de
que, se uma estrutura esta disposta sobre umaetdelaentdo o seu perfil de difracéo
esta necessariamente disposto sobre a rede quéBoca a esta dada rede cristalina
(GLUSKER e TRUEBLOOD 2010). De maneira geral podeekzer que a rede
reciproca nada mais é do que a transformada déFdarrede direta.

REAL RECIPROCA
1D
a 21 a
o0 9o 0 06 | o o o o o
—_— —_—
a a *

27/a

bce

dm/a

Figura 11.15 — Exemplo de construcdo da rede reciproca em uma, duas e trés
dimensdes (ALS-NIELSEN e MCMORROW, 2011). Neste caso,

. C
a;=a,a,=b e a;=ceainda ala =2n.
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[1.2.2.3 — Simetria Cristalina

Um objeto é dito simétrico se, depois de algum mewito real, ou imaginario,
este permanece com aparéncia e outras propriegadesptiveis, do mesmo jeito que
era inicialmente. O movimento, que pode ser, p@nmgito, uma rotacdo em torno de
algum eixo fixo ou uma reflexdo através de alguanglou ainda uma translacédo do
objeto numa dada direcéo, é chamado de operac@ime&ia. A entidade geométrica
em relagdo a qual a operacdo de simetria é realizen eixo ou um plano, é chamada
elemento de simetria (SHMUELI, 2007).

Celas unitarias e estruturas cristalinas sédo @leessas de acordo com sua
simetria de rotacdo. Se um objeto é rotacionadol®@? e, em seguida, parece ser
idéntico ao comeco da estrutura, o objeto é ditate eixo de rotacad-fold (o eixo
sobre o qual a rotacdo ocorreu). A presenca deixonde rotacam-fold, onden € um
namero inteiro qualquer, significa que, quando k& cmitaria é girada em (360j/
sobre este eixo, a rede cristalina obtida € imtjsivel da original antes da rotagéo. O
cristal pode ser examinado com relacdo aos seos di rotacdo e o resultado desta
averiguacao € a determinacéo do grupo pontualisial¢iisto €, um grupo de operacdes
de simetria, tal como um eixo de rotacdo, que dpede menos um ponto inalterado
dentro do cristal. Existem 32 grupos pontuais (GKER e TRUEBLOOD, 2010).

[1.2.2.4 — Sistemas Cristalinos e Redes de Bravais

Existem sete sistemas cristalinos definidos peteetsia minima da cela unitaria.
As diversas escolhas dos vetores de base podemdesstes sete tipos diferentes de

sistemas cristalinos:
1. Triclinico - azb#c e a# B#y;
2. Monoclinico -a#b#c e a =y =90 S,
3. Ortorrébmbico -a#b#c e a ==y =90
4. Tetragonal-a=b#c e a=L£=y=9C°;
5. Trigonal/Romboédricoa=b=c e a=4=y#9C°;

6. Hexagonal -a=b#c e a=£4=9C° y=12C
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7. Cubico-a=b=c e a=8=y=9C°.

O conjunto destes sete sistemas associados abijidades de cela centrada da
origem as quatorze redes de Bravais (Figura I.1&8).notacdo referente as

possibilidades de cela unitaria séo:
P — cela primitiva;
A —face b x c centrada;
B — face a x ¢ centrada,;
C —face a x b centrada;
F —todas as faces centradas;
| — centragem no centro da cela;
R — centragem no sistema hexagonal.

A estrutura é uma constru¢do simétrica, cujo mati@gepeticdo € um atomo, ou
um grupo de atomos e, cuja lei que rege estalmigtfio € um dos 14 modos de Bravais

de acordo com um dos 230 grupos espaciais (SHMUBIAY).

Assim, a simetria de um cristal corresponde a sine¢sultante da correlacdo
entre a simetria do motivo ou base (&tomo, molédalg da estrutura e a simetria da

rede de Bravais que repete aquela base.
A seguir, sdo fornecidas duas definicbes equivesetdé uma rede de Bravais:

1. Uma rede de Bravais € uma rede infinita de podiscretos, com arranjo e
orientacao idénticos, seja qual for o ponto espdeimnde a rede é observada.
2. Uma rede de Bravais tridimensional consiste @hog os pontos com vetores
de posicdoR na forma:
R=na, +n,a,+n.a, " (11.6)
onde a;, a,e a; S&o quaisquer vetores, nao todos no mesmo plamo,ng e
sdo trés numeros inteiros quaisquer. Os vetaygis= 1; 2; 3, sdo denominados vetores

primitivos e a combinacao linear, dada na equaképd dita geradora ou varredora da

rede cristalina.

T Os vetores estdo denotados pelas letras em negrito
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Figura 11.16 - As 14 Redes de Bravais em 3D (adaptado de website:

http://www.cimm.com.br/portal/material didatico)

11.2.2.5 — Grupos Espaciais

Uma vez que as operacfes de simetria de cada urB2dgsupos pontais séo
aplicadas as 14 redes de Bravais, resultam em rR2@@g espaciais que descrevem, de
maneira univoca, todo arranjo de objetos idénticlispostos numa rede periddica
infinita. Pode-se considerar que os 230 gruposcespasao gerados pela adicdo de dois
novos tipos de operacdes de simetria, aquelas gadas nos grupos pontuais cujos

elementos de simetria complementares sdo: os dietisoidais e os planos de
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deslizamento. Na notacdo internacional, definidda p&nido Internacional de
Cristalografia (IUCr), o simbolo de um grupo esphtém a forma Y xxx, onde Y
indica o tipo de rede (P, A, B, C, I, F ou R) e &0 0s elementos geradores de
simetria segundo as trés direcdes ndo equivaleotesspondentes ao sistema cristalino
em questao. Por exemplo: os eixos de rotacédo o060, 120° ou 180° sdo denotados
por 6, 4, 3 e 2, respectivamente. Os eixos paraf@ealizam translacdo e rotagcao
simultaneamente) sdo denotados polBY 63, 64, 65; 41, 4, 43; 31, 3 € 2. Os simbolos

a, b, ¢, n e c¢orrespondem aos planos de deslizamento (transtagéflexao), sendo os

vetores de basg b ec; d é o vetor diagonablEa+b, d=a—b, d=a+b+c, etc).

Uma descricdo completa e detalhada a respeito 80sgRupos espaciais é
encontrada ndsiternational Tables for CrystallographyTC, 2003 e ITC, 2004).

11.2.3 — Difrac&o de Raios X por Policristais

O meétodo do po foi criado independentemente em p@lds cientistas P. Debye
e P. Scherrer na Alemanha e em 1917 por A. Hullestados Unidos para se estudar a
estrutura de cristais (BORGES, 1996). Até a dédad@0 a técnica de difracao de raios
X de p6 (DRXP) foi muito pouco usada como ferraraesstrutural. Por outro lado,
algumas hipéteses estruturais podiam facilmenteesgfiicadas em compostos idnicos
simples com base em dados de DRXP. Esses dadas ¢otacionados em sua maioria
através da técnica de Debye-Scherrer-Hull. Nesse, casavam-se tracos de DRXP
como impressoes digitais em analises qualitatieamdteriais cristalinos de diferentes
origens. Assim, por mais de 50 anos esta técnicairfo método analitico muito

difundido para a caracterizagéo de solos, minéram$ias, metais, ligas e outros artigos.

Os métodos experimentais seguiram esta evoluc@imitpelo registrar perfis de
alta resolucdo, com razdes sinal-ruido melhoreémAdisso, foram desenvolvidas
geometrias de difracdo mais simples e acessoras (thonocromadores, detectores,
filtros, fendas, fornos, porta-amostras, etc). Blestontexto, também foram
desenvolvidos os difratbmetros de Bragg-Bretanoigtar junto com outros como:
Guinier, Transmissdo, Seeman-Bohlin etc., que fodepois aperfeicoados por Gticas
melhores, filtros beta, monocromadores e detect@&eguanto isso, jA em 1957 havia
sido coletado e publicado um grande nimero de daelalfracdo confidveis, na forma
ASTM (American Society for Testing and Materials) cartbes de JCPDS-PDF (Joint
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Committee on Powder Diffraction Standards — Powd#éraction File), para analise

qualitativa rapida, usando procuras manuais.

Até o inicio da década de 80 muitos dos difratbosetde pé6 ndo eram
automatizados e forneciam apenas registros em gapglerfis de difracdo. Aliando-se
a esse fato, muitos instrumentos nado tinham motdeepasso nem fontes de alta
intensidade (>1,0 kW). Foi apenas com o desenveinionde fontes de alta intensidade,
geradores de 2-3kW, anodo giratério, luz sincrqotédicas melhores, monocromadores
baratos e sistemas computadorizados, que permiteontoole do difratdmetro e da
aquisicdo de dados digitalizados simultaneamenie, agueles métodos de DRXP
experimentaram uma nova era. Varios grupos de mssq@o redor do mundo se
puseram a desenvolver programas especificos eitalger numéricos capazes de
resgatar toda a informacédo possivel a partir depenfil de difracdo de uma fase
cristalina complexa, ou de uma mistura de fasesoiteceu-se entdo que, se fossem
inventados dispositivos eletrbnicos e técnicas mioa® adequadas, seria possivel
desenredar a estrutura cristalina tridimensionghrdgecao unidimensional de sua rede
reciproca, através do diagrama de DRXP, conhecioimoc perfil de difracdo
(MASCIOCCHI, 1997 e KUPLICH, 2004).

Como citado anteriormente, a repeticdo uniformece@s unitarias, define o
cristal, ou monocristal. O que se conhece por alttigttambém é um monocristal,
porém ndo tem tamanho suficiente para ser usadodederminacéo de estruturas pelo
método de monocristal. Muitos cristalitos juntospahados de maneira aleatoria,
formam o policristal ou apenas p6. A difracdo degaX a partir de amostras
policristalinas ocorre quando varios cristalitos #@adiados simultaneamente por um
feixe incidente. Na difracdo de p0O, em consequédaiadistribuicdo estatistica das
diferentes orientacdes assumidas por um dado mlaskalino, apenas uma parte dos
cristalitos esta corretamente orientada para difratu seja, somente essa parte estara
orientada de modo a satisfazer a condicdo impasta Ipi de Bragg (Figura 11.17)

(BORGES, 1996; KLUG e ALEXANDER, 1974).
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Figura 11.17 — Para cada conjunto de planos paralelos a superficie da amostra,
havera cristalitos adequadamente orientados para difratar. (Adaptado de
MORALES, 2010).

Os planos de difracdo e suas respectivas distamterplanares, bem como as
densidades de elétrons ao longo de cada planalitristsao caracteristicas especificas
e Unicas de cada substancia cristalina, da mesmmea fque o perfil difratométrico por
ela gerado. Assim, pode-se dizer que esse pesBheelhante a uma impressao digital
da substancia, servindo ndo somente para idenl#icapidamente mas também para
uma completa elucidagdo de sua estrutura. Um exel perfil difratométrico é
apresentado na Figura 11.18.
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Figura 11.18 — Perfil de difracéo de raios X de p6 de uma amostra de NaCl.
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Uma coletanea muito util dos perfis de difraca@de o que chamamos de fichas
PDF (Power Difraction File) que € mantida péhernational Center for Diffraction
Data (ICDD), uma base de dados internacional. Estesivarg contém as distancia
interplanaredi (relacionadas ao angulo de difracdo) e as intadssl relativas dos
picos de difracdo observados. Uma comparacdo didis pe difracdo de po obtidos
experimentalmente com estas fichas, muitas vexetara composi¢cdo quimica daquela
amostra policristalina. Assim, este método é dadgamportancia na ciéncia forense e
nas reivindicacdes de patentes (HAMMOND, 2009).

A estrutura cristalina de uma substancia deters@nuaperfil de difracdo. O tipo e
o tamanho da cela unitéaria determinam as posigigdares 2 enquanto o arranjo dos
atomos na cela unitaria (posi¢cdo atdmica) deterasniatensidades relativas das linhas
de difracdo. Alguns destes parametros tém papeaineiss na definicdo de um
componente particular do perfil de difracdo de griquanto os outros podem definir

distor¢bes, como também indicado na Tabela Il.1.

Tabela 1.1 — Informacdes a respeito da estruturstalina, propriedades da amostra e os
parametros instrumentais relacionados com as comp®@s de um perfi de DRXP
(PECHARSKY e ZAVALIJ, 2005).

Compon.entes Estrutura Propriedade Parametro
do Perfil de S
e Cristalina da Amostra Instrumental
Difracao
Radiacédo (Comprimento
- Parametros Absorcéo de Onda)
Posugao do de Rede Rugosidade Instrumento/Alinhamento
Pico o
(a, b, ca, pey) Superficial da amostra
Divergéncia axial do feixe
Orientagao Geometria e
Intensidade do Parametros Preferencial configuracéo
Pico Atomicos Absorgao Radiacao g(lPoIf:l;riza ao -
x, v, z, B) Rugosidade gLorentz) ¢
Superficial
Radiacéo
Cristalinidade Tarr_lanh_o de (Pureza Espectral)
. Cristalito .
Forma do Pico Desordem ~ Geometria
. Tenséao -
Defeitos Condicionamento do
Stress .
Feixe

Obs: Parametros fundamentais séo exibidos em aefdtrametros que podem ter uma
influéncia significativa, na componente do perfd BRXP, sdo mostrado em italico. Mais

detalhes a respeito dos parametros contidos radstkatpodem ser encontrados secao 11.2.4.

! parametro de deslocamento atdmico — relacionaslefa@os vibracionais.
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Assim, para que se obtenha bons perfis de difrad@oem ser tomados alguns
cuidados:

* A amostra policristalina ideal (p0) deve conteraedexrs de milhares de cristalitos
aleatoriamente orientados, pois cada pico de @ifrago produto da dispersao
dos raios X em um numero igual de cristalitos e g&se tipo de amostra apenas

uma pequena fracdo dos cristalitos realmente temtpara o perfil de difracao
medido.

* Mesmo que as amostras consistam em dezenas deawittecristalitos,
estes podem nao estar orientados aleatoriament&lodev algum
fendbmeno que tenha ocorrido durante a cristalizaigdnsformacao ou
preparagcdo das amostras. Nestes casos, algum époridntacao
preferencial pode ter sido induzida;

Na DRXP irradiar o maior volume possivel de matgr@de ajudar a garantir
gue um nuamero de cristalitos, estatisticamente/aeke, contribua para o perfil

de difracdo. E necessario ter cuidado com a dejmsip material no porta-
amostra;

* Uma alternativa para aumentar o numero de crigsalijue contribuem para o

perfil medido é fazer com que a amostra permanetarcacao durante a
realizacdo da medida experimental;

* Como apenas uma pequena fracdo dos raios X didsts@b observados pelo

detector, a escolha do mais adequado a medida tadléna tarefa importante.

Além disso, o difratograma néo deve conter linhaemcentes a outras fases.
Verificar a pureza das amostras e a necessidageodeder uma cuidadosa moagem
e/ou peneiramento também sdo alguns dos procedimémiportantes para que se
obtenha dados de qualidade. A moagem excessivaxpaiplo, pode levar a alteracéo
das dimens0es cristalograficas dos cristais, inflisedo no alargamento de picos e,

consequentemente nos valores @iea?ém de eventual formacéo de fases amorfas.

A DRXP, como ferramenta para estudos estruturaigitac com metodos
sofisticados, disponiveis hoje em dia e originalimentroduzidos por Hugo Rietveld

em 1967, para dar o melhor ajuste de um perfil fl@gdo experimental de poé
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(RIETVELD, 1967 e 1969; YOUNG, 1993; JENKINS e SNFR, 1996). A técnica de
DRXP também pode ser utilizada, atualmente, nogssix de determinacao estrutural e
pode fornecer dimensdes precisas da cela unito@denadas atdbmicas e fatores de
temperatura, entre outras coisas, da mesma manexas estudos de difracdo por
monocristal. O método de Rietveld €, naturalmeteegrande valor nesse processo. Ele
usa uma abordagem pelo método dos minimos quadpadasobter um acordo entre
um perfil tedrico e o perfil de difracdo medidoimroducdo deste método foi um passo
significativo na analise de difracdo de amostrdqistalinas, pois foi capaz de lidar de
forma confidvel com forte sobreposicdo de reflexf8EUSKER e TRUEBLOOD,
2010).

Maiores detalhes a respeito do método de Rietvetdosdescritos em secdes

posteriores.

11.2.4 — Fatores Importantes na Determinacdo de Eatturas
Cristalinas

De modo geral, diz-se que o sistema cristalinogeupo espacial sdo obtidos a
partir da indexacgéo do perfil de difragdo, no qualindice de Miller é atribuido a cada
linha de difragdo. O tamanho da cela unitaria @izi€d através das posi¢cdes angulares,
20, das linhas de difragdo. O numero de atomos paruetaria € calculado através do
tamanho da cela unitéria, composi¢do quimica eidkhs e ainda, as posi¢cdes dos
atomos na cela unitaria sdo deduzidas das intefesdaelativas. Assim, faz-se

necessario o conhecimento de cada um desses pontos.

A solucao da estrutura comeca a partir do conhetondo arranjo de atomos ou
moléculas no interior da cela unitaria. Se umacggmuwe estrutura suficientemente boa
€ obtida, uma estrutura de alta qualidade podeoesg#i obtida por meio de um

refinamento do modelo estrutural na fase de refardonda estrutura.

Os perfis de difragdo sédo normalmente obtidos ema das intensidades versus
20 (graus). A DRX e a Cristalografia nos mostram gsi@osicdes dos picos de difracéo
estdo relacionadas aos parametros da cela uni&ia.posicdo dos picos de difracdo é
conhecida, o processo de indexacédo a partir akelBragg, das equacdes das distancias

interplanares (g), Tabela 1.2, e das regras de extincado (ver EalleB), permite a
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determinacdo do sistema cristalino, do grupo eahat® seus parametros de rede e de
seu volume (CULLITY, 2001).

Tabela Il.2 — Relagdo entre as distancias interpl@s e os parametros de rede da cela

unitaria, para cada sistemas cristalinos.

Sistema o
o Distancias Interplanares
Cristalino
- 1 h?+Kk*+1? V = volume da cela unitaria.
Cubico P —
hki a S, =b’c’serfa
1 _h*+k* 1° = a’c’serf
Tetragonal —E———t— 2 azczse d
g a C S,;=a’b’serfy
1 K K 2 S, = abc®(cosacosB-cosy)
Ortorrombico =St 5+3 )
dy @ b ¢ S,; = a’bc(cospeosy - cosa)
1 a(n2+hk+K2) 12 Si; = ab’c(cosycosa —cosp)
Hexagonal — == > —
dyg 3 a c
. 1 1 |[h? Lk ’serf8 1> 2hlcos
Monoclinico = ( 5 Ay —2 _ 2hicoss
@, sefpfla® b c ac
e 1 1(Sh?+SK+S %+
Triclinico > = _2(811 SQZ %3|
Ay V7 =2S,hk+2S,5kI+28

A Lei de Bragg define as condi¢cdes necessarias quageocorra a difracdo, mas
nada estabelece quanto as intensidades relativas pgdem ser utilizadas na

determinacéo das posi¢cdes atdmicas e na andliséitgtiaa de fases.

As intensidades dos picos de difracdo sao inflaetad por varios fatores, sendo

que de maneira simplificada, temos:
1+ cos 26
|[b#. [* (I1.7)
serfd coséd
onde, | é a intensidade, F o fator de estrutuafaior de multiplicidade, o termo
dentro dos parénteses é o fator de Lorentz e deipatédo (LP), e o termo exponencial

é o fator de deslocamento atdomico (CULLITY, 200A)seguir esses fatores serao

brevemente descritos.
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[1.2.4.1 — Fator de Espalhamento AtGmico

Quando um feixe de raios X encontra um atomo, edétnon espalha parte da
radiacdo de forma coerente. O fator de espalhamat@mico indica o poder de
espalhamento do 4&tomo, onde ha uma clara correla@@oo nimero de elétrons do
atomo que estao expostos aos raios X, ou sejatajoaior o0 namero de elétrons maior
o fator de espalhamento atébmico. Dessa forma, wmatcom nimero atbmico Z,
espalha uma onda a uma amplitude Z vezes a amplitedim Unico elétron. Uma vez
que os elétrons em um atomo estdo situados enewliésr pontos do espaco, iSso
introduz diferencas de fases entre as ondas esjalhpor diferentes elétrons. O
resultado é a reducdo no valor do espalhamentoi@dfi) com o aumento do angulo
de espalhamento (CULLITY, 2001). O espalhamentonatd € influenciado também
pelo comprimento de onda da radiacéo incidente &armesmo valor d& o valor de
fo sera maior para valores de comprimentos de ond@ne® Normalmente os valores
defy, sdo descritos em termos de s€MR(JENKINS, 1996 e SANTOS, 2011).

O fator de espalhamentgé calculado admitindo-se que cada elétron do &s®mo
comporta como um elétron livre. Entretanto, o sedep de espalhamento pode ser
maior ou menor que o de um elétron livre e a fasertla espalhada pode ser diferente
da onda incidente. Tendo em conta esses efeitesasséario introduzir corre¢cdes: uma
real ), que leva em consideracdo a modificacdo do paispersivo; e a outra,
imaginaria f""), que leva em consideracdo a mudanca da fas¢hasia em relagdo a

onda incidente.
f=f+f +if (11.8)

Esse é o caso do espalhamento ressonante, quasiodo envolve dois atomos
vizinhos na tabela periddica ou ions do mesmo eleanguimico, por exemplo. Seus
fatores de espalhamento atémico terdo valores bamtes dependendo do
comprimento de onda utilizado. Para esses casggizacao de radiacOes de diferentes
comprimentos de onda permite diferenciar nos plados difratogramas, as
contribuicbes dos diferentes atomos que compdemastaa. Isto porque, quando o
comprimento de onda da radiacdo incidente tem yatmtimo ao da borda de absorcéo
de um dos atomos do material estudado, ocorre atesacao (ressonancia) com a
frequéncia de vibracdo dos elétrons desse &tonsultardo em uma acentuada

modificacdo da fase da amplitude da radiacdo porespalhada. Salvo estes casos, a
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variacdo desses termos de correcdo em funcéo (#9Rgrsdo menores que a variacao
sofrida porfo, e pelo fato de seus efeitos tenderem a ser amsjlgdando considerada a
totalidade dos a&tomos, normalmente essas correédedesprezadas (BORGES, 1996).

Pode-se considerar, ainda, os efeitos vibraciorgpsesentados pelo fatds,
também conhecido como parametro de deslocamentacatbque considera 0 aumento
da energia cinética dos atomos e de sua vibragiioocaumento da temperatura. Essa
alteracdo produz o aumento das celas unitariasggfmzamentos entre planos atdémicos
e dos angulos de Bragg para o material. Acarretddan a diminuicdo na intensidade
dos picos de difracdo e aumento da radiacéo def(batkground) (GALVAO, 2011).

Este fator exponencial é dependente do angulo, de mer relacionado ao

parametro de deslocamento atémico métllp observado na equaco descrita a seguir.
B =877(U)° (11.9)

Para efeitos praticos, o célculo do fator de egpaénto atdbmico considerando os
efeitos de espalhamento (SHMUELI, 2007), absorcé&dbeacdo térmica pode ser
descrito da seguinte forma:

f = f, B/’ (11.10)

[1.2.4.2 — Fator de Estrutura

Para o calculo da intensidade de um feixe difrgtadespalhamento coerente
precisa ser considerado ndo na forma de atomaads®l mas considerando todos os
atomos do cristal. O fator de estrutura leva emtadodos os atomos presentes no
cristal, bem como suas posi¢cées dentro da celarimi{CULLITY, 2001). Para a
determinacdo do fator de estrutura, deve-se asyurira lei de Bragg seja satisfeita.
Essa € uma condicdo necesséaria para a existéncfcde de difracdo, mas néo
suficiente para que uma reflexdo ocorra, pois ef@ase@struturas cristalinas é possivel
que algumas linhas de difracdo estejam ausentegdod@g condicbes de extingbes
sisteméticas, que sao reflexdes que ndo ocorrafep@amdentemente da natureza dos
atomos presentes na amostra, traduzindo o canagiardas ondas espalhadas pelos

diversos atomos da base em virtude da distriblesfacial deles
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Salvo a rede primitiva (P), onde ndo ocorrem egkscsistematicas, cada tipo de
rede cristalina € caracterizada por um tipo dene&t (ver Tabela 11.3). Assim, o
reconhecimento de extingbes sistematicas, nosspeldi difracdo de uma dada
substancia, possibilita determinar o modo estrutlgasa substancia (BORGES, 1996).
Além das extingdes sistematicas decorrentes dat@strcristalina, ocorrem outras
extingdes também em resultado da presenca de apesade simetria com uma

componente de translacao.

As posicOes atdmicas dentro da cela unitaria sddafmentais para o fator de
estrutura, pois cada um deles sera um centro esfml{BORGES, 1996; SANTOS,
2011). As posicdes dos atomos na cela unitariaenfliam na intensidade da radiagéo
difratada, pois o cristal € uma repeticdo desskss.cA amplitude da onda resultante
espalhada pelos atomos da cela unitaria € chamadatar de estrutura (F), pois
descreve como o arranjo dos atomos afeta a inthsidPara obter esse fator é feita a

soma das ondas espalhadas por todos os atomoed&a&VAO, 2011).

Para uma cela unitaria @edtomos, cujas coordenadas fracionaisigaa ew; (i
=1, 2, ..., n) e fatores de espalhamdntd,, ..., f,, o fator de estrutura para uma dada

reflexdo (hkl) seré:

— 27i(hu, +kv,, +lw,,
F= D fe” ) (1.11)

n=1

O fator de estrutura F expressa, na forma de uneraisomplexo, a amplitude e
a fase da onda resultante. Seu valor absoluto |#¢fi@ido como uma razdo de

amplitudes:

= Amplitude da onda espalhada por todos os atomaosldk

.12
Amplitude da onda espalhada por um elétron ( )

A intensidade do feixe difratado por todos os at®rda cela unitaria, em uma
direcdo determinada pela lei de Bragg, é propoatian|H . O fator de estrutura

independe da forma e do tamanho da cela unitéejperdle somente da disposicdo
relativa dos atomos na cela unitaria, e de seus respectivoefatie espalhamentp
Esse fato nos permite relacionar a rede de Brakaisma substancia com seu perfil de
difragcdo (JENKINS, 1986).
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Tabela 11.3 — Condi¢cdes de nado-extincdo de reflexa@ssociadas aos tipos de estrutura

cristalina e aos elementos de simetria (adaptad(Bd{#RGES, 1996).

Tioo d Condicao de Interpretacdo Estrutural

Réﬁfl% xaeo Ocorréncia Tipo de Re 4é Simetria Esrzacial
(n=%1,%2,43, ..) Simbolo

h+k+I=2n

h+k=2n

h+l=2n

k+1=2n

k+k, h+l, k+I=2n

-h+k+I=3n

h+k+I=3n

nenhuma

k=2n

I=2n

k+1=2n

k+l=4n

h=2n

I=2n

h+I=2n

h+l=4n

h=2n

k=2n

h+k=2n

h+k=4n

I=2n

h=2n

h+l=2n

2h+l=4n

h=2n

h=4n 4

k=2n 4,

k=4n 44, 43

[=2n 21, 4, 63

I=3n 31, 3, 6, 64

|=4n 44, 4

[=6n 61, 65

hhoO h=2n 21

hkl

MU—WoUIOTTM>WO —

U U
00

Okl

R
o>

hol

-
P

wl
w

-

o
oW

v :
—OO:|-|'I'I'UJ>_—
O

hkO

hhi

O S TO|IQSS TS OIS OUT

hoO %

N[N
Ll [l

0koO

00l

*Os simbolos dos tipos de rede, os eixos paraf@e$,( 6s, 64, 65; 41, 4, 4s; 31, 3, € 2) € 0s
simbolosa, b, ¢, n e d¢orrespondentes aos planos de deslizamento fquessentados nas secbes 11.2.2.4
e 11.2.2.5. Mais detalhes também podem ser enadodraadTC (ITC, 2003 e ITC, 2004).
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[1.2.4.3 — Fator de Multiplicidade

O fator de multiplicidade considera a proporcéatreh dos planos cristalinos que

contribuem para uma determinada reflexdo. Poddedgnido como o numero de planos

que tem a mesma distancia interplardgak) em relacéo ao total de planos refletores.

Planos caracterizados por diferentes indices déeivil paralelos, tais como (100) e

(100) contribuem separadamente para esse fator éEssaso de, por exemplo, planos

(100), (010) e (001) em uma cela cubica. Uma vee gstes planos tém seus

correspondentes negativos, temos um total de &i®Ppque contribuem para a dada

reflexdo. Desse modo temos que a multiplicidadeadeflexao € 6.

O sistema cristalino pode determinar o fator detiplididade. No caso do sistema

tetragonal, por exemplo, os mesmos planos (100D#) tem espagamentos diferentes,

reduzindo o fator de multiplicidade de 6 para 4caso do plano (100) e de 6 para 2, no

caso do plano (001).

A Tabela 1.4 apresenta os fatores de multiplicejaoara o método do pé, de

acordo com o sistema cristalino e seus indicesitlerNhkl) (CULLITY, 2001). Essa é

uma consideracdo importante a ser realizada naloattas intensidades (SANTOS,

2011).

Tabela I.4 - O fator de multiplicidade em funcamsistemas cristalinos.

Sistema

Cristalino

Fator de Multiplicidade

Cubico hkl/48
Hexagonal  hkl/25
Romboédrico hkl/25
Tetragonal  hkl/16
Ortorrdbmbico  hkl/8
Monoclinico  hkl/4
Triclinico hkl/2

hhl/24
hhl/12
hhl/12
hhl/8
Okl/4
hol/2

Okl/24  Okk/12 hhh/8
Okl/12  hk0/12 hh0/6
Okl/12  hko0/12 hh0/6
Okl/8 hkO/8 hh0/4
hol/4 hk0/4 h00/2
0k0/2

00l/6
0k0/6
0k0/6
0k0/4
0k0/2

001/2
001/2
001/2
001/2
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[1.2.4.4 — Fator de Lorentz e de Polarizagao

S&ao dois fatores distintos, que dependem apenasgldo de incidéncia, e que
fazem diminuir a intensidade dos picos de difragi® ocorrem para valores
intermediarios de angulos de Bragg. No desenvolvimele Thomson o fator de
polarizacdo € consequéncia do espalhamento da c@adiando polarizada
{[1+cos?(20)])/2}. J&4 os fatores trigonométricos [1/(4%&no®)] determinam o
chamado fator de Lorentz (JENKINS, 1996). O reslgltdesses fatores é representado

por “LP” e € dado pela seguinte equacéao:

( 1+cos26 J
serfétosd

(B

11.2.5 — Determinacdo de uma Estrutura Cristalina Besconhecida a
partir de Dados de DRXP

A determinagado da estrutura de um cristal a paetidados de difragéo, de modo

geral, compreende as seguintes fases:
» Determinacao da cela unitéria (indexacao);
» Determinacédo da simetria (atribuicdo do grupo @apac
* Solucao da estrutura;
* Refinamento da estrutura.

» Cada um dos itens acima sera brevemente discutidguar.

[1.2.5.1 — Indexacgao

Na indexacéo, o sistema cristalino e o grupo eapaéo obtidos a partir do perfil
de difracdo medido. Quando, tanto a simetria d& guganto as dimensdes da cela
unitaria sdo desconhecidas, a indexagaadnitio dos dados de difracdo de pdé muitas
vezes torna-se um processo de tentativa e errotoioi de encontrar a cela unitaria
correta e este processo pode ser um desafio.dstoeoporque a atribuicdo dos indices
hkl a cada pico de Bragg observado é feito sem o conbato prévio dos parametros

da cela unitariag, b, c,a, f e y, no caso mais geral). Esta tarefa € equivalente a
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encontrar as dire¢cdes de todos os vetores recipmuservados com base apenas em
seus comprimentos, isto €, restaurar uma imagelimgnsional a partir de uma Unica
projecdo unidimensional. O problema da indexacpartr dos dados de difragéo de po
€ complexo, mas possivel, devido a presenca deomjurto de regras que podem ser
usadas para a reconstrucdo da rede reciprocargédeapadas nas secdes anteriores
(PECHARSKY e ZAVALIJ, 2005).

Em geral, a complexidade da indexa¢do dos dadasfrdgdo de pd sem prévio
conhecimento da simetria e/ou das dimensbes da weilk#@ria € inversamente
proporcional a simetria da rede, ou seja, quantmmaasimetria, mais simples sera o
processo de indexagdo. Por muitos anos foram eemwegonhecimentos matematicos
fundamentais para encontrar solugdes de problemasldxacdo "manualmente”. Hoje
em dia, esse processo quase nunca € realizado semp@go de um ou varios
programas computacionais disponiveis (TREOR, DIC\AIO, por exemplo). Todos
os trés cbédigos de computador mencionados anterigarforam amplamente testado
por centenas de pesquisadores (WERNER, 1985; BOYT1991 e VISSER, 1969).
Eles foram submetidos a multiplas revisfes tantogeos desenvolvedores originais
quanto por cristalégrafos experientes, e, portas#o, bastante confiaveis, se os dados
de DRXP fornecidos forem de boa qualidade (PECHARSKZ AVALIJ, 2005).

A indexacédo de um perfil de DRXP, esta baseadaegsintes pilares:

« A ocorréncia de picos de Bragg em angulos mais ba- Estes picos
sdo extremamente importantes porque tém os indicais simples
(geralmente —2<h<2, -2<k<2 e -2<1<2), o que limita
consideravelmente as possibilidades de localizar wstores
correspondentes na rede reciproca e, portantolisoapgodo 0 processo
de restaurar as direcdes dos vetores reciprocosartr mle seus

comprimentos.

 Auséncia de um grande numero de picos de Bragg exis,
especialmente a baixos angulos Por exemplo, se devido a uma
variedade de razdes todos os picos de difracasiderados durante a
indexacao, tiverem um dos indices divisiveis pas,dentdo a dimensao

da cela unitaria resultante sera metade do venaadaior.
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e Garantia da auséncia de quaisquer tipos de erros stematicos que
possam afetar os angulos de Bragg medidosA-presenca de um erro
sistematico, mesmo que pequeno (por exemplo, daslEtto de amostras
e/ou erros de deslocamento do zero do difratbmepaje afetar
consideravelmente o resultado da indexacéo. Istgupo geralmente, esse
tipo de erro tem maior influéncia sobre os picosragmores angulos de
Bragg, que sé&o criticos no sucesso da indexac&mAsrros sistematicos
devem ser minimizados realizando sempre um alinheor&dequado do

instrumento e o uso de padrdes certificados pasdifracdo do mesmo.

* Garantia da auséncia de picos de difracao, devido ienpurezas, nos
dados experimentais -Se este requisito ndo for cumprido e um ou mais
picos de impurezas estiverem incluidos na tentalevandexacéo, € quase
sempre verdade que o0s vetores reciprocos correspi@sda fase da
impureza ndo se encaixardo dentro da rede recipoorsta, isto é, da fase
cristalina principal. Se a cela unitaria, aindaraspuder ser definida, sua

descricdo nao estara correta.

Obedecendo a esses pilares, a probabilidade dsssuca indexagao do perfil de

difracao sera maior.

[1.2.5.2 — Preparacédo dos dados para a solucéo dateitura —

Decomposicao do Perfil/Ajuste do Perfil.

Depois que a cela unitéria foi determinada, a mpadi perfil de difragdo, o
proximo passo € preparar os dados das intensidatesa determinacdo do grupo
especial usando uma técnica apropriada de “decagdmoslo perfil” ou “ajuste de
perfil”. As duas técnicas mais comunmente utilizagara este proposito sdo as que
foram desenvolvidas por Pawley (PAWLEY, 1981) eBadl (LE BAIL, et al, 1988).

O objetivo destas técnicas é ajustar completamentperfil de difracdo
experimental por meio do refinamento das variagas descrevam: (a) as posicoes dos
picos (parametros de rede, delocamento do zerdpodesento da amostra), (b) a
distribuicdo das intensidades dackground (c) a largura dos picos, (d) a forma dos

picos, e (e) as intensidades dos picos. Com rela¢ap os parametros de cela unitaria
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obtidos no processo de indexagédo sao usados cdores/aiciais, embora os valores
refinados no procedimento de decomposi¢céo do faguite de perfil representem um

conjunto mais preciso de parametros de cela uaitari

Este processo ndo € realizado objetivando determairesstrutura mas sim para
obter valores confiaveis das variaveis que desoreas diferentes caracteristicas do
perfil de difracdo de p6 como preparacdo para sesfaubsequentes do processo de
determinacdo de estrutura. E importante ressaltarag diferentes abordagens para a
solucéo de estrutura (ou seja, as abordagens cimadi” e “espaco-direto” que serdo
apresentadas adiante) fazem uso de diferentes cagdigis das variaveis (a) — (e) como

informagdes de entrada.

A solucdo de uma estrutura cristalina ndo é umegssa trivial e, portanto,
necessita ser feita com muito critério. Familiadielacom as caracteristicas
cristalograficas, juntamente com o conhecimentongud e as propriedades fisicas do
material em questao, é altamente desejavel e, amsaktasos, pode ser necessario para
completar a solugéo. O processo de solugcao daestreristalina geralmente comeca
com a analise das auséncias sistematicas (auséeciaflexdes com determinados
indices) para encontrar o grupo espacial. A detexgdio do grupo espacial baseia-se
nas regras de extingdo para a reflexdo. Um graraldgma € a sobreposi¢cédo de picos
nas posicoes de reflexdo em angulos maiores, onguede descobrir quais reflexdes
estdo ausentes. Geralmente, s6 se pode ter ceof@zaa auséncia de um numero muito
limitado de reflexdes individuais em angulos baixéssim, uma situacdo muito
comum quando se trata de dados de um perfil dacdifr de p6 é encontrar varios
grupos espaciais possiveis. Isso porque existempogrespaciais que obedecem as
mesmas regras de extingdo (MENDEN, 1998). E imptetembrar que esse processo
de escolha do grupo espacial deve ser feito contanpaircimonia. Deve-se lembrar,
também, que no caso de materiais moleculares @agrajuda consideravelmente ter o
conhecimento que a distribuicdo de frequéncia dopas espaciais nos quais esses

materiais estao inseridos € de cerca de 80% deaziogppque se cristalizam em um dos

seguintes grupo®2i/c, P1, P2,2,2;, P2, e C2/c(DAVID e SHANKLAND, 2008).

O préximo passo requer a determinacao do conteaideld unitaria, isto €, deve-
se estabelecer ou estimar quantos atomos de gadarntdléculas ou grupos de atomos
espera-se que estejam presentes em uma cela a{P&AECHARSKY e ZAVALIJ,
2005).
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11.2.5.3 — Solucéo da Estrutura Cristalina

Existem duas estratégias gerais para solucdo detueata partir de dados de

DRXP: a abordagem "tradicional” e a abordagem dpdeo-direto”.

Na abordagem tradicional, o objetivo é extrairtensidades I(hkl) das reflexdes
individuais diretamente dos dados obtidos no péefitifracdo de p6 e, em seguida usar
esses dados nos calculos da solugdo da estruteraéqu sido desenvolvidos para
difracdo de monocristal. No entanto, por causaatb@eposicdo dos picos no perfil de
DRXP, é muitas vezes dificil a obtencdo de valalesntensidades I(hkl) que sejam
confidveis. Desta forma, muito trabalho sobre oedeslvimento da abordagem

tradicional tem sido dedicado a melhoria da coilfégdile dos procedimentos de

extracdo de pico.

Na abordagem do “espaco-direto”, estruturas de &b geradas no espaco real,
independentemente dos dados experimentais de &lifrde pd, e a adequacdo da
estrutura de prova é avaliada comparando o pegfilliftacdo de pd calculado para a
estrutura de prova com o perfil experimental deaddo de pd. Esta comparacédo é
quantificada usando um fator apropriado chamadw f&f. Esta estratégia para solucao
estrutural tem como objetivo encontrar a estrutlgaum cristal de prova que tenha o
mais baixo valor “possivel’do fatoR". Essa abordagem € equivalente a explorar uma
hipersuperficie R{) para encontrar o minimo global desta, orddaepresenta o

conjunto de variaveis que definem a estrutura (HERRR002).

A maior parte dos relatos de determinacdo de asirutristalina de solidos
moleculares organicos, a partir de dados de diragipo, tem usado a estratégia de
“espago-direto”, embora também existam relatos elerthinagdo de estrutura bem
sucedidas, de tais materiais, usando a abordagenticibnal”. Uma caracteristica da
abordagem “espaco-direto” é que ela explora o w0 idformacgdes, ja conhecidas,
sobre a geometria molecular, independentementelatiss de difragcdo de pd, antes de
iniciar o célculo da solucdo de estrutura. Assirnpgum corrigir, durante o processo
de solucéo da estrutura, os comprimentos de ligag@mulos com valores padronizados
e também corrigir unidades que possuam geomesiag@ais bem conhecidas (como

anéis fenila, por exemplo). Em geral, os Unicoeei®s de geometria intramolecular
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que nado sao previamente conhecidos e corrigido®saalores dos angulos de torcéo

que definem a conformag&o molecular.

Nestas circunstancias, cada estrutura experimentalm calculo de solugéo de
estrutura pela abordagem de “espaco-direto” € idefippor um conjunto I{) de
variaveis estruturais que representam, para cadacuot@ na unidade assimétrica, a
posi¢cdo da molécula na cela unitéria (definidagpetordenadas {x, y, z}, do centro de
massa ou de um atomo selecionado), a orientacdmaliécula na célula unidade
(definida pelos angulos de rotaca8 {7 ¢}) e os angulos de tor¢édo desconhecidg {
To,..., Tn}. ASSIM, em geral, existem 6r-variaveis' = {X, y, z, 6, @ ¢, 11, T2,..., Tn },

para cada molécula na unidade assimétrica.

Para a solucdo de uma estrutura pela abordagem edpacb-direto”, a
complexidade do problema € ditada, em grande paete, nUmero total de variaveis
estruturais a se determinar e, portanto, o maisafie surge quando o namero de
varidveis estruturais € grande. Esta situacdo ®cquando ha uma consideravel
flexibilidade molecular (isto €, quando a molédela um grande namero de angulos de
torcdo variaveis) e/ou quando ha varias moléculadependentes na unidade

assimétrica.

Como discutido acima, a base da estratégia do ¢esflieeto” para a solucédo de
estrutura € encontrar a estrutura cristalina de tgse corresponda ao melhor acordo
(ou seja, mais baixo fatd) entre perfis de difracdo de po calculado e erpanial e
isto € equivalente a explorar uma hipersuperfk{l® para encontrar o minimo global.
Em principio, qualquer técnica de otimizacdo glof@r exemplo, Monte Carlo,
simulated annealingalgoritmos genéticos, etc) pode ser utilizada pacalizar o ponto
mais baixo da hipersuperfid®&I’), e uma grande variedade de diferentes estratdgias
otimizacao global tem sido empregada neste se(tHA&®RIS e CHEUNG, 2004).

Na técnica desimulated annealinguma sequéncia de estruturas (denotadd’jpor
parai=1, 2,..., N) &€ gerada para a consideragadw potenciais solu¢cdes de estrutura.
Cada estrutura é derivada da estrutura anterioumopequeno deslocamento aleatorio
da(s) molecula(s) dentro da cela unitaria. O princedto para gerar a estruturg; a

partir da estrutur®j € resumido a seguir.

A partir da estruturdj, € gerada uma estrutura de tdslgs. fazendo pequenos

deslocamentos aleatérios para cada uma das vargsteuturais ndj. O acordo entre o
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perfil de difracdo de p6 para a estrutura de teste perfil de difracdo de po
experimental € entdo avaliado calculando-se umguadia figura-de-merito, coma,R

A estrutura experimental é entdo aceita ou rejeitaahsiderando-se a diferenca [Z =
R(Tjest9 - R(I'j)] entre os valores do fatét para estruturabjeste € I} € invocando o
Algoritmo de Metrépolis (METROPOLISt al., 1953) de amostragem por importancia.
Assim, se Z< 0, a estrutura de teste € automaticamente aeeitiggtanto se Z > 0, a
estrutura de teste é aceita com probabilidade 268)(e rejeitada com probabilidade [1
- exp(-Z/S)], onde S é um fator de escala apropri&kt a estrutura de teste € aceita,
entédo a estrutur.; € considerada como senfgesie Se a estrutura de teste € rejeitada,

estruturd’j+1 € considerada como sengo

Este procedimento é repetido para gerar um graddem de estruturas, sendo
cada uma derivada da estrutura anterior, por megedquenos deslocamentos aleatorios
nos valores das variaveis no conjulitoVale ressaltar que na técnica de otimizacéo
global simulated annealingo fator de escala S diminui sistematicamente daema
bem definida.

Depois que for gerado um namero suficiente de wests, que representam uma
amostragem suficientemente extensa da hipersuierif’), a melhor solucéo
(correspondente ao mais baiRefactor) é identificada e é considerada como o noode
inicial para refinamento de estrutura (HARRIS e CHES, 2004).

Existe uma série de artigos que versam sobre anmdetgédo de estruturas
cristalinas a partir de dados de DRXP. Alguns dektam o assunto de forma bastante
abrangente, englobando praticamente todos os aspectolvidos no processo e que
estdo ilustrados na Figura 11.19 (HARRIS, 2001; HAR, 2002; CHERNYSHEV,
2001; TORAYA, 2001; DAVID e SHANKLAND, 2008; POROBROW, 2001).
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Figure 11.19 — Esquema geral dos passos necessarios a determinacdo de uma
estrutura cristalina (PECHARSKY e ZAVALIJ, 2005).

Independentemente da forma como o modelo foi crédelaleve ser validado e/ou
completado para confirmar o posicionamento dos @oronhecidos e localizar atomos
que faltam, se for o caso, na cela unitaria. A @ude uma estrutura cristalina nao
termina com o desenvolvimento de um modelo plausepois que o modelo foi
construido completamente, multiplos parametros meser refinados para se obter o
melhor acordo possivel entre os perfis de difraghservados e calculados, ou em
outras palavras, entre a estrutura do cristalimdgem observada no espaco reciproco.
Ao mesmo tempo, a estrutura do cristal deve sevéseet do ponto de vista tanto
quimico (estados de oxidacao, o equilibrio de galgavaléncia, de coordenacao, etc)
quanto fisico (distancias interatdmicas, valéncéamgulos de tor¢éo, etc). O Método de
Rietveld de refinamento de estruturas cristalindzando dados de difracdo de po, é
um passo importante para a validacdo e conclusdanddelo (PECHARSKI e
ZAVALIJ, 2007).

55



[1.2.5.4 — Refinamento de Estrutura através do Métdo de

Rietveld

A técnica de refinamento, mais comumente utilizadg em dia, é baseada na
ideia sugerida por Hugo Rietveld em meados da @dad1960 (RIETVELD, 1967;
RIETVELD, 1969). O meétodo surgiu como uma altenatiao refinamento de
estruturas cristalinas com dados de difracdo pbermbais, onde os picos de difracédo

apresentam muita sobreposigéo.

Em poucas palavras podemos defini-lo como um méttelaefinamento de
estruturas cristalinas, que usa dados de difrag&aids X ou néutrons, por policristais.
A estrutura cristalina é refinada, de forma a faz®n que o difratograma calculado
com base na estrutura cristalina, se aproxime dangbossivel do difratograma
observado (PAIVA-SANTOS, 2009). O método de Rietuelaliza um ajuste do perfil
de difracédo, refinando simultaneamente os paras@istrumentais (divergéncia axial,
radiacdo de fundo, comprimento de onda), estrgurg@arametros de rede, posicoes
atdmicas, deslocamentos atbmicos, ocupacdo atdmeicay relacionados com as
caracteristicas fisicas da amostra analisada (teond cristalito, microdeformagéo). O
método permite refinar a estrutura cristalina aipde um modelo estrutural (grupo

espacial, cela unitaria e posicdes atémicas).

A funcdo minimizada no refinamento é o residMp,resultado da comparagéo
entre o difratograma experimental e o difratograsmaulado baseado num modelo

estrutural.

M =D w;(y;(obs -y, (calc))z, ondeW, = %, (11.14)

Aqui, Yy,(obs) e y(calc) sdo, respectivamente, as intensidades observada

(experimentalmente) e calculadair@simo passo do difratograma.

O valor da intensidade calculada em cada pontalé par:

2
Yic = @si Z¢S¢ Zh o ‘Jh(p LR, ¢‘tho‘ G, g % g P ot Yoi (11.15)
onde:

* hsao os indices de Miller da reflexao (hkl);
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* (i € uma funcdo para corrigir a rugosidade supeffigize ocorre

normalmente para materiais com alto coeficientald®rcao;
» S é o fator de escala;
e J é amultiplicidade da reflexao;
» LP;, € a equacao para corrigir os efeitos de Lorendi golarizacao;
* F,é o fator de estrutura;

* Gy é chamada, funcdo de perfil, que descreve a falenaada pico de

Bragg;
* & € afuncdo para corrigir a assimetria do pico;

* P, é a funcéo para corrigir as intensidades pelogosfele orientacéo

preferencial;

* Vyp € a funcado para corrigir lmackgroud(radiacdo de fundo) do perfil de

difracao.

O somatdrio emg se da para todas as fases cristalinas e o somatati se da

para todas as reflexdes que possuem um pico @ediin contribuindo para o-ésimo

ponto.

O modelo estrutural de partida deve estar sufielaehte proximo do real para
gue a intensidade calculada seja suficientemeidta@rpa da observada a fim de que o

procedimento de minimos quadrados, no qual o mé&dmseado, possa convergir.

A Figura 11.20 apresenta um exemplo de um grafieoRietveld. Esse grafico
consiste da sobreposi¢édo do perfil observado (rdascaom x) e o perfil calculado
(linha continua vermelha), tracinhos verticais questram as posi¢des dos picos de
Bragg, e mais abaixo esta a diferenca entre ol pdasiervado e o calculado (em azul)
(ANTONIO, 2010).
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Figura 11.20 — Exemplo de grafico Rietveld (ANTONIO, 2010)

Na secdo 1.2.4 foram apresentadas algumas daidsngue compdem a
intensidade calculadg,, (multiplicidade, fator de Lorentz e de polarizagidator de
estrutura). Os outros termos que constituem asidade calculada serdo discutidos a

seqguir.

[1.2.5.4.1 — Fator de Escala

O fator de escala é dado por:

1 2
s:c% ()16

Onde C é uma constante que depende apenas dagdmmdixperimentais e
permanece constante durante todo o experimeptoe o sdo respectivamente as
densidades real e tedrica da amostéap volume da amostra “banhado” pelos raios X e
Nc € 0 numero de celas unitarias por unidade de @(RAIVA-SANTOS, 2009).

O fator de escala S é a constante que ajustarssidéele em relacdo a altura dos
picos. A aproximacao correta do fator de escalanddmental para analise quantitativa

de fase, uma vez que mais de uma fase pode estanpe e ser refinada.
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11.2.5.4.2 — Rugosidade Superficial

Para a minimizacéo dos efeitos de rugosidade saijpgrh superficie da amostra
na analise deve ser a mais plana possivel. Ducargénamento observa-se o efeito da
rugosidade superficial quando a diferenca entralamos experimentais e os dados
calculados, a baixos angulos é negativa, e altgslé®m € positiva. A rugosidade
superficial apresenta uma forte correlacdo comranpetro de deslocamento atémico.
Para evitar que esse possa convergir para valegetivos, sdo utilizadas funcdes de
correcdo de absorcdo, como a funcao de Suortid peld equagéo a seguir, onde p e q
sdao fatores refinaveis (SUORTTI, 1972).

(Yero)

sr=1-p.e" ¥ _pe (11.17)

11.2.5.4.3 — Func¢odes de Perfil

Naturalmente, uma descri¢cdo exata da forma dos @ooum perfil de difragao
de po é fundamental para o sucesso de um refinanRatveld. Se os picos sdo mal
descritos, o refinamento ndo sera satisfatorio.foksmas dos picos observados sao
funcdo tanto da amostra (por exemplo, tamanho doirdo, stress/tensdo, defeitos)
como do instrumento (fonte de radiagdo, geomdarmanhos de fenda), e elas variam
em funcéo de @ Em certos casos, elas também podem variar endidudgs indices
hkl. Acomodar todos estes aspectos em uma Unica ¢isale forma de pico nédo é
trivial (MCCUSKER, et al, 1999).

A funcéo G, conhecida como funcéo de perfil, € uma funcaquah o Método de
Rietveld se baseia para ajustar a forma do picdifdacdo e segundo o pesquisador
Carlos Paiva Santos (PAIVA-SANTOS, 2009) é aqui g@gstd a fonte de maiores

desenvolvimentos futuros do método.

O perfil de um pico ndo pode ser modelado por apame funcéo, uma vez que a
sua forma é definida por vérios efeitos, sendoaga um é descrito por uma funcao
distinta. Assim, deve-se ter uma funcéo para adageral, outra para as caracteristicas
fisicas das amostras, outra(s) para a anisotragsaad mesmas caracteristicas fisicas,

outra para descrever o alargamento instrumental, et

Khattak e Cox (KHATTAK e COX, 1977) mostraram pratlas fundamentais
para a representacdo das linhas de difragcdo de Kaipor funcdes Gaussiana ou
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Lorentziana. Varias funcdes foram propostas parstaj o perfil dos picos de difracéo.
Uma delas é a funcao Voigt (V), que resulta de aomvolugéo analitica de uma funcéo
Gaussiana e uma Lorentziana. Esta funcdo variandeLwrentziana pura para uma do

tipo Gaussiana e depende da propor¢cao das largumgsonentes.

A funcdo normalizada tem a forma V =x1.()*G(X, I'c), onde L é a funcéo
Lorentziana com largura a meia altura (FWHM)Ide G € a funcdo Gaussiana com
FWHM delg, ex = A20.

A funcéo pseudo-Voigt permite o refinamento de wombinacdo de parametros,
que determinam a fracdo de componentes Lorentaa@aussiana necessarios para
ajustar um perfil observado. A pseudo-Voigt, emtsimaétrica, permite uma variacdo
flexivel dos dois perfis mais comuns variando desdargal” Gaussiana a estreifa

Lorentziana.

A seguir serdo descritas apenas duas funcdes pS@igloque tém sido usadas
com sucesso em muitos refinamentos. Uma delas,dpséoigt (p-V), ndo tem
qualquer relacdo com o tamanho de cristalito, rpasas permite identificar a presenca
de uma larga distribuicéo (ou distribuicdo bimodkd)tamanho de cristalito. A segunda,
pseudo-Voigt de Thompson-Cox-Hastings modificadamung (pV-TCHZ), permite
a determinacdo de tamanho de cristalito e microdefodo isotrépicos (YOUNG e
DESAI, 1989; PAIVA-SANTOQOS, 2009).

A funcaopseudo-Voigi(p-V) € descrita pela seguinte equacéao:
(p-V)=nL+@-n)G (1.18)

onden, é dado por:

n=NA+NB[28 (139

sendo NA e NB sdo parametros refindveis e que desempositivos. Isso
descreve satisfatoriamente o aumento do aspeantiigno na forma do pico a altos

angulos. L e G séo respectivamente a fragao loegratz gaussiana, definidas a seguir.

A funcéo Lorentziana, que € parte da (p-V), podeserita da seguinte forma:

2 -1
L= 7;/? 1+ Cl(z:fh) (11.20)
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onde:
* Hy € alargura total a meia altura do pico hnkl)
» C, e aconstante de normalizagao (= 4),

* 2A8 é a distdncia em graugf) da posicdo do pico de Bragg até o i-
ésimo ponto onde a intensidade esta sendo calcdgaade ser negativa
ou positiva se o ponto i esta do lado do mais baixanais alto angulo

respectivamente.

A porcao Gaussiana da funcéo (p-V) é descrita como:

2

G= CO —C0(2A9|h)
= 5 .ex 5

VA Hh Hh

(11.21)

onde G é a constante de normalizagdo (= 4 In 2) e 0s0®UBIrMOS SA0 0S

mesmos envolvidos na funcdo Lorentziana (citadosagc

A largura total a meia altura (Hvaria com 20 devido tanto as condi¢cbes
experimentais quanto as caracteristicas fisicasadasstras (tamanho de cristalito,
microdeformacdo da rede e falhas de empilhamemt@ssa funcédo (p-V) esse
alargamento é descrito pela equacao 11.22 (PAIVANSAS, 2009).

H? = Ug’0+Vigh+W) (11.22)

N&o se pode obter informacdes fisicas quantitatieasparametros (U, V, W)
envolvidos nessa funcdo. Entretanto, Young e Sadthiostraram que quandp é
maior que 1,0 (um), ou seja, quando a funcéo téonmnaa de uma super lorentziana, é
provavel a existéncia de distribuicdo bimodal dmamaho de cristalito (YOUNG e
SAKTHIVEL, 1988). Embora ndo se pode quantificarsaesdistribuicdo, essa
informac&o permite que o usuario introduza, noghaeientos, uma outra fase do
mesmo composto mas com diferentes parametros gledaiotal a meia altura, ou seja,
duas fases com nHliferentes, representando diferentes tamanhos id&lito. Essa
estratégia € muito interessante e permite, em slg@asos, se observar diferentes

estequiometrias para os diferentes cristalitos.
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A funcéo pseudo-Voigt de Thompson-Cox-Hastings modificad@av/-TCHZ)
basicamente é a mesma fung&o anterior, exceto gaesaiana possui uma funcéo para
Hg diferente da lorentziana He a fracdo lorentziang, é descrita em funcédo deslé
H.. Isso permite relacionar os alargamentos com iEctegisticas fisicas de cada fase

sendo refinada.

pV-TCHZ = L +(1-n)G (11.23)
onde:
n=1.36603q - 4.7719q° +0.1116q" (11.24)
e
H
q="t (11.25)
H=(Hg+AHéHL+BHéHE+CHéHE+DHGHf+HE)% (11.26)

A = 2,69269, B = 2,42843, C = 4,47163, D = 0,07&& constantes de
normalizacdo, e as componentes de Gausgnibdificada por YOUNG e DESAI,
1989) e de Lorentz (H da largura total a meia altura (FWHM) séo:

2 2 Y2
e :(U tg 8+Vtgd+W +Z/cos Hj (1.27)

I, = Xtg8+Y/cosb (11.28)

A modificagdo na equagéao 11.27 consiste na adigi@atametro Z (YOUNG e
DESAI, 1989). Os parametros Z e Y, que variam cbfmo®), podem ser relacionados
com o tamanho de cristalito através da equacaccder@r (KLUG e ALEXANDER,
1974), e os parametros U e X, que variam dgén podem ser relacionados com a
microdeformacao da rede (PAIVA-SANTOS, 2009).

11.2.5.4.4 — Orientacao Preferencial
Ocorre quando os cristalitos presentes em uma smtmtdem a se orientar
preferencialmente em uma direcdo (ou conjunto xdes) do que em outras.

Efeitos de orientacdo preferencial podem ser défide eliminar, e estes também

podem levar a medidas de intensidade incorretaas $gensidades mostram uma forte
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dependéncidnkl (por exemplo, todas as reflexd@8l séo fortes e todaskO fracas),
deve-se suspeitar de uma possivel orientacao enefat dos cristalitos. Altomaset al.
(1996) e Peschat al (1995) desenvolveram métodos para andlise desasldifracao
de p6 com efeitos de orientacéo preferencial. Embuaritos programas de refinamento
Rietveld permitam refinar um parametro de oriendgp&ferencial, no que diz respeito
a uma eliminacdo de um vetor cristalografico edecicom base no modelo de
March-Dollase (DOLLASE, 1986), isso é apenas unt@xamacdo da realidade, por
isso deve-se dar preferéncia a eliminacdo, ou niaigdo do problema, tomando-se
cuidados experimentais. Correcfes mais sofisticadamdo harmoénicos esféricos
(JAERVINEN, 1993; VON DREELE, 1998) foram introddas em alguns programas.
Rotacdo de um porta-amostra capilar, montado humaroente (comum em

sincrotrons) pode, praticamente, eliminar efeimsiientacéo preferencial.

Se grandes cristalitos sdo usados, ha menos itoistah amostra e eles estarao
distribuidos de forma menos randomica, ou seja, toel@s as orientagdes dos cristalitos
sdo igualmente representadas e isso pode se tommgrroblema. Isso pode causar
imprecisdes, prejudicando as intensidades relatinges ao contrario dos efeitos de
orientacao preferencial, ndo podem ser corrigidasefinamento. Rotacionar a amostra

irA melhorar as estatisticas de particula e é altterecomendavel.

Uma das fung@es classicas para descrever a odenpaeferencial é a de March-
Dollase (1986). Sua principal vantagem é compemsaretamente o aumento da

intensidade de uma reflexdo com a reducéo dassantemsidades.

] * (11.29)

P = [rlco§ a, + (/v )serta,
Onde,ax € 0 angulo entre o planbk]) e o vetor de orientacdo preferencial,eé r
o parametro de refinamento (McCUSKERal, 1999).

11.2.5.4.5 — Radiacao de Fundo ouBackground
A radiacdo de fundo obackgroundé consequéncia de varios fatores, como
fluorescéncia da amostra, ruido do detector, eapahto por difusdo térmica na
amostra, fases amorfas na amostra, espalhamewrémte, espalhamento dos raios X
no ar, fendas do difratdmetro e espalhamento nta{aonostra. Um dos métodos para

se estimar a radiacdo de fundo € selecionar vaapn®s no perfil que estejam fora dos
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picos de Bragg e modelar a radiacéo de fundo perpolacéo linear entre estes pontos.
Este método é adequado quando o perfil é relatinmmsimples. Para perfis mais
complexos, os coeficientes da radiacdo de funderdeser incluidos como variaveis no
refinamento. A forma pela qual a radiacao de fuadiacluida no refinamento depende

do intervalo angular da regido investigada.

Em seu trabalho original Rietveleemoveu a radiacdo de fundo (RF) das
intensidades obtidas experimentalmente, antes damsesadas nos refinamentos.
Entretanto, o pesoiatribuido a funcdo minimizacéo (equacéo Il.14)calculado com
base na intensidade realmente medida. Wiles e Yamgl98lintroduziram um
polindmio (eq. 11.30) para ajustar a RF duranteefmamentos, o que tornou mais facil
a aplicacdo do método, ja que eliminou a necessid@dum tratamento prévio e a
interferéncia humana no tratamento dos dados. Oessa, as intensidades usadas no

calculo do indice & (eq. 11.31) também passaram a incluir as regidesendo apenas

-y 26 )_,|
Ybi_zBmHBKPOJ 1} (1.30)

m=0

a radiagéo de fundo.

Nesse polinbmio os coeficientes, Bsdo refinaveis e BKPOS deve ser
especificado pelo usuario (PAIVA-SANTOS, 2009).

O uso de funcdes empiricas, como polindmios de @item, para ajustar a
radiacdo de fundo foi uma contribuicdo importaimisspara o método de Rietveld.
Uma outra forte motivacéo para se implementar ume&o, foi a potencialidade de que
ela pudesse descrever, também, as irregularidaglesadas pelo material amorfo
(McCUSKERet al, 1999).

Ajustes de radiacdo de fundo distorcida por mdtan@rfo sdo adequadamente
ajustadas pela primeira funcdo implementada noranog GSAS para esse filhifted
Chebyschéve no TOPAS Academic (COELHO, 2003). Praticamenti®$ os tipos de

radiacdo de fundo podem ser modelados por essadunc

11.2.5.4.6 — Sobre a Convergéncia
Um refinamento chegou ao seu final quando os pdarémedo variam mais e a

funcdo minimizacdo atingiu o valor minimo. Entretan& convergéncia deve ser
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acompanhada através de alguns indices que sadadalswno final de cada ciclo de
refinamento, e que fornecem um subsidio ao usyzaia tomar decisdes sobre dar

prosseguimento, parar ou finalizar o refinamento§Y(O2006).
Os indices que descrevem a qualidade do refinansé@otdescritos a seguir.

O indice R, pode ser expresso da seguinte maneira:
2
Zwi (yio - yic)
R,p =100, 5
Zwi(yio)
i

(11.31)

onde:

In € a intensidade integrada da reflexdo de Bragadiegth = (hkl) ao final dos
ciclos de refinamento. Os termassg referem as intensidades dos pontos. Os inglices
e c se referem as intensidades observadas e calculegfasctivamente. O pesg da
equacao 11.31 é dado pelo inverso da variancieada cespectiva observacéao (=1/§
numerador na equacéao 11.31 é a funcdo minimizdtfequacao 11.14).

Esse é o indice que deve ser analisado para weerifie o refinamento esta
convergindo. Se R esta diminuindo, entéo o refinamento esta sendodueedido. No
final do refinamento ele ndo deve estar mais vdaasignificando que o minimo ja foi
atingido. Se R, estd aumentando, entdo algum(s) parametro(sfieptdi¢ergindo do
valor real, ou seja, estdo se afastando do valerfogunece o minimo de M (equacéo
[1.14) e o refinamento deve ser interrompido pamsalanalise mais detalhada, pelo
usuario, dos parametros sendo refinados (PAIVA-SABNT2009).

Outro parametro a se levar em conta é a qualidadgudtey*:

2
GOF:XZ{ . }: 2= ;Wi(yo-y(:) (11.32)
(N=-P)] Ry N-P '
sendo,
Rexp =100. N-P) (1.33)

ZWi (yi0)2
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N é o nimero de pontos medidos é B nimero de parametros refinadosySe
for igual a 1,0 significa que oyRatingiu o valor estatisticamente esperaggy para
aqueles dados (ANTONIO, 2010).

Todos esses indices fornecem subsidios ao usuaréo jpigar a qualidade do
refinamento. Entretanto, nenhum deles esta reladmcom a estrutura cristalina e sim
apenas com o perfil do difratograma. Para avaligualidade do modelo estrutural
refinado, deve-se calcular ;R que € descrito como uma fungdo das intensidades

integradas dos picos.

Z|lho_|hc|

Reragg OU Rs =100. hz—l (11.34)
h
- (0]

Como a intensidade integrada esta relacionada cestratura cristalina (tipos de
atomos, posicbes e deslocamentos atdomicos), edgee ideve ser considerado ao

avaliar a qualidade do modelo refinado da estruttissalina.
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CAPITULO IlI

Il MATERIAIS E METODOS

Com base em toda teoria ja discutida, neste cap#aldo apresentadas as
amostras estudadas, o relato dos procedimentosimepeais a que foram submetidas
essas amostras e 0s metodos de analise utilizadasaftancar o objetivo pretendido

nesta tese.

[11.1 — Amostras Estudadas

Para a presente tese, cinco amostras de compeatwdidatos a prototipos de
novos farmacos, derivadds-acilidrazonicos, foram submetidas a medidas de DRX
Sao eles: LASSBIi0-294, LASSBIi0-129, LASSBIio-151#3SBio-1601 e LASSBio-
1733. Estes compostos foram sintetizados no LASSBibVA, 2012) e foram
planejados a partir do LASSBIi0-294 (SUROal, 2006).

O LASSBI0-294 é um composto bioativo da classe Ntagilidrazonas, que foi
sintetizado a partir do safrol (Figura 11l.1), umoguto natural brasileiro abundante,
obtido a partir do 6leo de sassafr@cd@tea pretiosp Este derivado NAH, descoberto
pelo emprego da estratégia de simplificacdo madecel sintetizado, em elevado
rendimento global, acumula ac¢des vasodilatadordsveS et al, 2002) e potentes
propriedades inotropicas positivas, que o credesmtiacomo auténtico composto-
protétipo de novo farmaco cardiotdnico para o treiato da insuficiéncia cardiaca e/ou
muscular (distrofia ou fadiga muscular), desprouitis tipicos efeitos deletérios dos
glicosideos cardiacos, particularmente util a paegede terceira idade. (BARREIRO,
2002; ALBUQUERQUEet al, 2000; GONZALEZ-SERRATOS®t al, 2001; SUDCet
al., 2001). Além disso, o LASSBIi0-294 também se mastficaz em promover acao

analgésica e inibicao da agregacao plaquetariaAMBA et al, 2002).

Frente as suas importantes propriedades farmacakigop LASSBio-294 foi
objeto de depdsito de patente (SUBKGl, 2006).
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Figura Ill.1 — Simplificacdo molecular e o desenvolvimento do LASSBIio-294
(SILVA, 2012).

Foi com o objetivo de ajudar a elucidar os aspesstsiturais, como propriedades
fisico-quimicas oriundas das modificacdes moleeslacomuns na quimica medicinal e
realizadas a fim de compreender a relacdo estratividade, que 0Ss compostos
apresentados nesta tese foram submetidos a metbdddracdo de raios X de po e

posterior determinacao da estrutura cristalinandesmos.

Para a sintese dos compostos, citados no inicisedao lll.1, algumas das
estratégias de Quimica Medicinal, brevemente da&sit no capitulo I, foram

empregadas e estdo resumidas na Figura I11.2.
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Seérie 2: Analogos NAH-alif aticos

Figura 111.2 — Planejamento estrutural dos compostos N-acilidrazénicos
derivados de LASSBIi0-294 (SILVA, 2012).

Os compostos da série | sdo compostos cicloiexritilidrazénicos e diferem
entre si pela subunidade aroméatica ligada a reigidioica da fungcdo NAH, onde os
grupos aromaticos ou heretoaromaticos foram estaghpara formar uma grande
variedade estrutural. Esta diversidade pode implcana melhor compreensao das
contribuicBes para a atividade pretendida. Desta f#&am selecionados 0os compostos
LASSBIio-1515 e LASSBIi0-1601 (Figura Il1.3).

O LASSBI0-1515 € anélogo direto do LASSBI0-294. daLASSBio-1601
consiste no composto mais simples, ideal parazeego de correlacdes estruturais. As
demais séries, possuem compostos analogos de LAS3B| homdlogos inferiores de
LASSBIi0-1515.

O)CL”/N%S O)T\H/NYC

LASSBio-1515 LASSBio-1601

Figura 111.3 — Formula quimica dos compostos ciclohexil-N-acilidrazénicos
planejados a partir de LASSBIi0-294. A funcdo NAH esta destacada em azul, a
cicloexila ligada a regidao amidica em verde e a arila, ligadas a regiao iminica,

eém rosa.
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A partir da estrutura de LASSBIi0-1515, derivadolatiexil-NAH diretamente
relacionado com LASSBI0-294, foi desenhado o congpaosetilado LASSBIio-1733,
apresentado na Figura 1ll.4. Esta nova modificagstoutural pode, segundo dados da
literatura (BARREIRCet al, 2011a; KUMMERLEet al, 2009), vir a ser determinante
na otimizacdo das atividades farmacologicas dospostos e, sobretudo, fornecer
aspectos conformacionais importantes para a comgfiealos perfis farmacoldgicos da

série de compostos estudados.

0 N s \ o S \
O/LN/\ AN <:I O)LH/N\ A

LASSBio-1733 LASSBio-1515

Figura 11l.4 — Modificacdo estrutural de LASSBIio-1515 através do efeito da
metila no planejamento de LASSBIi0-1733. A funcdo NAH esta destacada em
azul, a cicloexila ligada a regido amidica em verde e a tiofenila, ligada a regiédo

iminica, em rosa. A metila encontra-se destacada em vermelho.

O grupamento metila € muito importante para o reeoimento molecular de
compostos organicos endodgenos e exdgenos, pocemioees. Embora ele so participe
nas interacdes de dispersdo de London, que € oni@® fraco de todas as interacdes
intermoleculares, o grupamento metila apresentatosfeestereoeletronicos em
micromoléculas e biomacromoléculas, levando assigtivarsos efeitos bioldgicos,
incluindo a seletividade entre bioreceptors, aumeld@ poténcia e protecédo contra o
metabolismo da enzima (BARREIR®t al, 201la). Ciente da importancia do
grupamento metila no reconhecimento molecular, Wérm(WERMUTH, 2008)

afirma:

"O grupamento metila, tantas vezes considerado cprimicamente inerte, é

capaz de alterar profundamente as propriedades daofdgicas de uma molécula

Assim, fica evidenciada a importancia de se realimaa investigacdo quanto a

estrutura tridimensional de compostos metiladosccorhbASSBIi0-1733.
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LASSBIio-129, apresentado na Figura I1I.5, € um @iipb anti-agregante
plaquetéario, com atividade significativa (ORMELI1999), que foi selecionado para o
presente estudo por se tratar de um isostero d&SBAS294, tendo um anel furanico
em lugar do anel tiofénico de LASSBI0-294. Preteseleavaliar desta forma a

contribuicdo, em nivel estrutural, do isosterismo.

0 N/N\ 5
{ |
H
O
LASSBio-129
Figura 1ll.5 — Formula quimica do LASSBIi0-129 — derivado NAH sintezado
como isostero de LASSBI0-294. A funcdo NAH esta destacada em azul, a
benzodioxola ligada a regido amidica em verde e o anel furanico, ligado a

regido iminica, em rosa.

Desta forma, espera-se que informacfes estrutigiggantes, no que tange aos
aspectos conformacionais destes compostos NAHNnsaggiegadas e contribuam para

uma melhor compreenséo da relagéo estrutura-pdajoies.

[11.1.1 — Caracterizacdo das Amostras

O primeiro passo de qualquer analise consiste éenmdimar a pureza da amostra,
isto é, determinar se a amostra é constituida de @wmta substancia ou se contém

outras substancias.

O grau de pureza das amostras selecionadas paesenfe estudo foi avaliado

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAT)analise elemenfar
LASSBI0-294 Pureza: 97,71% [CLAE; T.R. = 4,25 min; gEN:H,O 6:4].

LASSBIi0-129 Pureza: 99,81% [CLAE; T.R. = 3,73 min; gEN:H,O 6:4].

2 Avaliacéo realizada pelas alunas do LASSBio MaAngaral Alves e Juliana Vilacha e apresentada por
Tiago Fernandes da Silva, em sua dissertacdo deate{SILVA, 2012).
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LASSBIio-1515 Analise Elementar Calculada: C: 60,26; H: 6,9Q; 26,55.
Determinada: C: 59,92; H: 7,37; N: 25,27.

LASSBIio-1601 Analise Elementar Calculada: C: 63,92; H: 6,56; &28.
Determinada: C: 63,44; H: 6,37; N: 8,28.

LASSBI0-1733 Pureza: 99,75% [CLAE; T.R. = 12,43 min; ¢ZN:H,O 7:3].

Estes parametros atestam que as amostras avadiadastram-se com pureza

considerada adequada.

Mesmo tendo apresentado pureza adequada, na awealfag¢ga por analise
elementar ou CLAE, foram observadas duplicacbessidais nos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMNg *H e **C dos derivados NAH sintetizados.
A fim de compreender e exemplificar este fenG6meoio sklecionado o derivado
LASSBIio-1601, que apresenta a fenila na subunidadeca da funcdo NAH, para ser

avaliado. Este composto foi escolhido por sua saiaalde estrutural.

A duplicacdo dos sinais pdde ser evidenciada necespde RMN'H utilizando
como solvente o dimetilsulféxido-deuterado [DM#€)- Os sinais referentes aos
hidrogénios amidico [HNC=0], iminico [HC=N] e dodnbgénio do carbono terciario
da cadeia cicloexila aparecem com duplicagbesabi@sevidentes, como mostrado na
Figura 111.6. Observou-se a duplicacéo de todosigis do carbono de LASSBIio-1601
nos espectros de RMN d&C, destacado no experimento de AREtgched Proton
Tes) (Figura 111.7), que diferencia os sinais refeemndos carbonos em fase negativa e

positiva segundo nimeros impares ou pares de léidiagligados (YONEDA, 2007).

Neste sentido, a duplicacdo de sinais observadaspectro de RMN pode ser
decorrente da existéncia de mistura de diaster@sisnE e 4, ou da existéncia de
equilibrio conformacional devido a natureza cidpédh da subunidade acila da funcéo
NAH, ou ainda devido ao equilibrio conformacional grupamento amidics-cis e s-
trans em solucéo, conforme esquematizado na Figura(BIiBVA, 2012).

® Pode ser indicativo da presenca de algum tipoideira.
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Figura 111.6 — Espectro de RMN 'H do LASSBio-1601 (200 MHz, DMSO- d6/TMS). Duplicacdo dos sinais referentes aos
hidrogénios amidico (A), iminico (B) e ao hidrogénio do carbono terciério da cadeia cicloexila (E) (SILVA, 2012).
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Figura 1.7 - Espectro de RMN de **C do LASSBi0-1601 (75 MHz, DMSO- d6/TMS). Carbonos monossubstituidos e trissubstituidos
em fase negativa (SILVA, 2012).
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Figura 111.8 — Possiveis hipoteses para a duplicacdo de sinais observada em RMN de LASSBIi0-1601 (SILVA, 2012).
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A partir das hipoteses apresentadas recorreu-88fracdo de Raios X por
Policristais (DRXP) para determinar de maneira inequivoca digumacao relativa de
LASSBI0-1601, bem como das outras amostras apaEitnesta tese, que de
semelhante modo apresentaram duplicacdo de sinaiseals espectros de RMN,
caracterizando assim a possibilidade da existé@eimistura diasteroisomérica. Deste
modo, com 0 uso da técnica de DRXP, estes (e Quamgectos estruturais dos

compostos (em fase sélida) que serdo avaliadoggmder esclarecidos.

[11.2 — DRXP: Procedimentos Experimentais

A preparacdo da amostra é uma etapa fundamentalqeaiquer técnica
experimental. No caso da DRXP, esta etapa podgeimfiar na qualidade das medidas
e consequentemente nos resultados que serdo obtmosr da analise dos dados. Uma
ma preparacdo da amostra pode promover no perfildittacdo, por exemplo,
deslocamento dos picos, variagéo nas intensidades, outros.

Cada amostra foi cuidadosamente avaliada quanezessidade de ser triturada.
Algumas amostras foram preparadas atraves de uhedosa moagem manual (Figura
[1.9). Para isso utilizamos gral e pistilo de pedlgata e uma peneira granulométrica de
~200 mesh. Em alguns casos a medida de DRXP fgada sem moagem prévia.

Figura 111.9 — Amostra sendo preparada em gral e pistilo de pedra agata e

acomodada em um ependorfe.

As medidas experimentais foram realizadas nos stguliaboratorios:

* Laboratorio de Cristalografia e Difracdo de Raios Eentro Brasileiro de

Pesquisas Fisicas (CBPF);

* Laboratorio de Cristalografia e Caracterizacdo Ufistal de Materiais
(LCCEM) — Universidade Federal do ABC;
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* Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).

l11.2.1 — Medidas experimentais realizadas no CBPF

As medidas experimentais de DRXP realizadas no CBBFRio de Janeiro,
foram efetuadas usando o modo de reflexdo numtd@iifietro comercial X'Pert Pro
Panalytical, com tensdo de 40 kV e corrente ekétde 40 mA. As medidas foram
realizadas com a radiacio Cu i = 1,5418 A) e o perfil de difracdo foi coletado
varrendo a regidao déd e 4° a 50°, com passo angular de 0,01° e temponti@ggem de
40s/passo. Na otica incidente o médulo usado feixed Divergence Sli(FDS) com
mascara de 10mm, fendas soller de 0,04 rad e @adivergéncia de 1°. Além disso,
foram usados um monocromador de grafite e uma fantiaispersdo de 1°. Os dados
foram registrados por um detector de estado séXdoelerator. As fendas séo usadas

para ajustar a largura do feixe, enquanto a masgasta a altura.

11
o

FENDAS

- MASCARAS
¢ =

O

Figura 111.10 — Difratbmetro X'Pert Pro (Panalytical) do Laboratério de
Cristalografia e Difragdo de Raios X do CBPF e exemplos de fendas e

mascaras usadas no alinhamento do feixe.

l1l.2.2 — Medidas experimentais realizadas no LCCEMUFABC

O Laboratorio de Cristalografia e Caracterizacaarufizal de Materias da
UFABC conta com um equipamento de difracdo de rfiaka marca STOE, modelo

STADI P que trabalha em modo de alta resolugéo.
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Dados de difracédo de raios X por policristais foreotetados utilizando radiacao
CuKoz (A = 1,54056 A), filtrada por um monocromador cune @e(111) no feixe
primario, tensé@o de 40 kV e corrente de 40 mA. f@adimetro possui um raio primario
de 260 mm e um raio secundario de 191 mm. A gedndilizada foi a de transmissao
(Figura 111.11), com as amostras acondicionadaseeahtias folnas de celulose-acetato
(diacetato), comercialmente conhecidas como "Uii@ap, com espessura de 0,014 mm
e densidade de 1,3 g/&n® porta-amostras, com um orificio de didmetr@®dem, foi
mantido em rotacdo durante a aquisicdo dos dadawodo a provar um maior numero
de cristalitos banhados pelo feixe de raios X. Ustector unidimensional “silicon
strip”, modelo Mythen 1K, da marca DECTRIS, foiladdo na coleta dos dados. Os
dados foram coletados em passos de 0,015°, dé@, aom tempo de integragcao de 50
s a cada 1,05°.

o

Figura 111.11 — (a) Difratbmetro da marca STOE, modelo STADI P, em

geometria de transmisséo; (b) destaque para o porta-amostra que € mantido
em rotagnao durante a aquisichao dos dados e; (c) amostra acondicionada

entre duas folhas de celulose-acetato.

l11.2.3 — Medidas experimentais realizadas no LNLS

As medidas de DRXP realizadas na linha D10B-XPDRREIRA, et al, 2006)
do Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) €ampinas/SP, foram efetuadas

apos aprovacdo da proposta de pesquisa XPD-1243d.fbi necessario devido a
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quantidade muito pequena de amostra disponivel pada composto, o0 que
inviabilizou as medidas por reflexdo que, geralmemecessitam de porta-amostras
relativamente grandes. Para as medidas no LNLS radiacdo sincrotron, as amostras
foram acondicionadas em capilares de vidro de 0,{RFigura 111.12), o que também
ajuda a reduzir o efeito de orientacao prefereraal cristalitos, efeito que deve ser

minimizado no processo de determinagéo estrutural.

Figura 111.12 — Acomodacdo das amostras em capilar de 0,7mm. Este

procedimento ajuda a reduzir possiveis efeitos de orientacéo preferencial.

[11.2.3.1 — A Linha de Luz D10B-XPD do LNLS

Denomina-se Linha de Luz a instrumentacdo que élada ao anel de
armazenamento de elétrons (Figura I11.13). A estaxderimental é instalada em cada
linha de luz. Uma estacdo experimental inclui oatiiimetro, no qual é colocada a
amostra do material que se quer analisar, apagelhiométrico, que permite posicionar
a amostra para receber adequadamente a incidémdig gincrotron e detectores de

feixes de fotons espalhados ou transmitidos.

A linha D10B-XPD, esta instalada no LNL&sde 2004. Essa linha opera na
faixa dos Raios X com energia entre 4,5 — 15.KdMizada em estudos de fisica do
estado sélido, quimica e biologia, ela é dedicadaedidas de difracdo de pd de alta
resolucdo/média intensidade ou alta intensidadeémezsolucdo. No modo de alta
resolucdo, cristais analisadores podem ser empyegaeéndo este modo apropriado
para solucdo e/ou refinamento de estruturas dnatalonde é desejada minima
sobreposicao entre picos de Bragg. No modo derdéiasidade ndo se emprega cristal
analisador, ou alternativamente usa-se um analisgeldGrafite (002). Este modo é

normalmente utilizado em amostras com menor grapetteicdo cristalina, onde a
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resolucdo instrumental ndo é um fator limitante teguras dos picos de Bragg
(FERREIRAEt al, 2006).
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Figura I11.13 — (a) Anel de armazenamento de elétrons do LNLS e (b) esquema
da disposicéo das linhas de luz ao longo do anel. Em destaque esta a linha

XPD (adaptado do website www.Inls.br/beamlines/).

Para que os fotons cheguem até a estacdo expealmeifinha possui uma série
de dispositivos para a melhor utilizacdo do fexejue estdo apresentados na Figura
[.14.

80



Fonte
Analisador Ge(111), Ge(220)

Monocromador Si(111)  Amostra Si (111), Si (220)
1° plano e refrigerado Fendas HOPG(002)

2° focalizagdo sagital

Detector Filtros

= ;" .

i - Detectores "Caminhos de vacuo"

Olho

Figura Ill.14 — Setup experimental da linha D10B-XPD (FERREIRA, 2009)

Um espelho de vidro ULE (Ultra-Low Expansion) reedb com rédio € usado
para filtrar fotons de alta energia e focalizatfoar o feixe. O angulo de incidéncia
entre o feixe e o espelho € de 4,5 mrad, o quelméta a energia de corte dos fétons
(=14 keV). O espelho estd montado em uma camara \ddgela no proprio
laboratério, e opera a uma presséo da ordem denb@r, separado por duas janelas de

Berilio entre o front-end e 0 monocromador.

O monocromador € do tipo duplo cristal de Si(1ldmdocalizagdo sagital. O
primeiro cristal é plano e refrigerado e recebeexef proveniente do espelho. O
segundo cristal possui a focalizacdo perpendi@daplano de espalhamento, e serve
para garantir o maior fluxo de fétons na posicdamastra. Esse sistema estd montado
junto ao gonidmetro comercial da Huber. O primewaojunto de fendas instalado antes
do espelho é chamado de fendas brancas, e sua fanig@itar o tamanho do feixe
incidente no espelho. O segundo conjunto de fenest& localizado apdés o

monocromador, e sua funcao é determinar o tamamffigixk na posi¢cdo da amostra.

O Difratdbmetro Huber é o principal elemento da linksta instalado na cabana

experimental (Figura 111.15) e foi desenvolvido @aperar em dois modos:
1. alta resolugao, com cristais analisadores quaseitost

2. alta intensidade e média resolugdo, sem cristaddisadores, ou com

analisador de grafite pirolitico (002).

Seu braco pode operar em condi¢des normais atéalon de ® de 150°. No
modo de alta resolucdo normalmente sdo utilizadistars analisadores de Ge(111),
Ge(220) ou Si(111). Este é particularmente o madl@ado para o refinamento de

estruturas cristalinas, onde possa existir a sobrefo de picos de Bragg.
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Figura 111.15 — Vis&o geral dos equipamentos utilizados na linha XPD do LNLS.

Os detectores de radiacdo sdo monitores utilizadogontagem da radiacéo
incidente. Nas medidas realizadas no LNLS, foi asad/ythen 1K, da Dectris, que é
um detector linear. A vantagem deste sistema decg@b € que se pode obter
excelentes estatisticas de contagem, qualidadeiderana aquisicdo dos dados e

operacdo simples.

O “olho mégico” € composto por uma camera de VIKED de alta sensibilidade
aos raios X, que permite visualizar o feixe em termgal. Sua fungdo é auxiliar no
ajuste do monocromador e também auxiliar no alirdonda amostra antes de cada
medida (FERREIRA, 2009).

A Tabela Ill.1 mostra as especificagbes usadascati@racdo da energia do

monocromador da linha XPD.

Os dados foram coletados varrendo a regiaodd#e2° a 80°, com passo angular
de 0,005° e tempo de contagem de 30s/passo. Etanfmdestacar que o tempo de

contagem foi ajustado de acordo com o fluxo dentm longo do dia.
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Tabela lll.1 — Dados da calibracdo do Monocromador.

Calibracao da Energia do Monocromador — Linha XPD

Cristal: Si(111) 161 = 3,1355 A
Reflexdo Usada: Si
Reflex&o 8 medido (°) FWHM (°)
111 14,31506 0,03181
333 47,88166 0,04358

E=7,99625keV A =1,55054 A
AE/E = 0,058% AE = 4,653 eV AB =573,75%rad
Obs: Sem analisador e sem fendas verticais apo®stia.
Usando o detector Mythen.

I11.3 — Metodologia Utilizada no Processo de Detdmacao das
Estruturas Cristalinas

A tarefa de determinar a estrutura cristalina dosoccompostos avaliados neste

trabalho foi cumprida seguindo as seguintes etapas:

* Indexagéo e Determinacéo Estrutural

O programa DASH (DAVID e SHANKLAND, 2006) foi usaqmara indexar os
perfis de DRXP, bem como para a determinacdo dastws cristalinas de todos os
compostos. Um filtro Bayesian high-pass implementado no DASH (DAVID e
SIVIA, 2001), foi utilizado para estimar o backgnou As 20 primeiras reflexdes foram
individualmente ajustadas e usadas no procedinstodexacdo por meio da rotina
DICVOL91 (BOULTIF e LOUE, 1991), também implemergado DASH. E nesta

etapa que o sistema cristalino e os valores igicias parametros de rede séo definidos.

Depois que os parametros de cela unitaria sdoaaesli aproximadamente,
realiza-se um ajuste de Pawley (PAWLEY, 1981) eupg espacial € determinado.
Uma comparacao entre o volume calculado da cetarimilevando em consideracéo
0os volumes individuais médios dos atomos) e o veluestimado na indexacao
(HOFMANN, 2002), sugere a quantidade de molécutascpela unitaria e na unidade
assimétrica (essas quantidades sdo denotadaslqiedasZ e Z', respectivamente). As

intensidades integradas bem como suas correlagdesestraidas por meio do
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refinamento Pawley. A convergéncia deste refinamérdvaliada por meio do valor de

0.

Todas as informagBes encontradas através do pragf@ASH s&o entdo
utilizadas em conjunto com a estrutura quimicad@mposto em questao) no processo
de determinacdo da estrutura cristalina, por meiond algoritmo de otimizacgéo global,
neste caso, osfmulated-annealing” (AARTS e KORST, 1991; VAN LAARHOVEN e
AARTS, 1992). Durante esse 0 processo € permitad@vparametros que descrevam
as coordenadas de posicao, orientacdo molecularaagulos de torcdo. Em seguida a
melhor solucdo encontrada no processo simdlated-annealing”é considerada no
refinamento pelo Método de Rietveld (RIETVELD, 19RIETVELD, 1969).

¢ Refinamento da Estrutura através do Método de Riewid

O processo de refinamento foi realizado usand@grpmarlopas Académic v.4.1
e v.5(COELHO, 2007 e 2012). ackground”é ajustado com cerca de 20 termos do
polinbmio de Cherbyshev e a assimetria dos picagigtada com o auxilio do modelo
de Cheary e Coelho (CHEARY e COELHO, 1998a, 19%f#ra divergéncia axial. A
forma dos picos € modeladas por meio da abordad@onble-Voight (COELHO,
2007; BALZAR, 1993) com a forma anisotrépica dosopi sendo ajustada usando
harmonicos esféricos (JARVINEN, 1993), assim comoefeito de orientagdo

preferencial dos cristalitos.

O comprimeto das liga¢gdes, angulos e a planaridadeaneis séo restringidos
usando os valores médios obtidos a partir do MO®admbridge Structure Databank
Systen{BRUNO et al, 2004), uma biblioteca de geometrias intramoleeslalodas as
distancias de ligacdo e angulos devem estar emompidfade com os valores
encontrados no banco de dadBGambridge Structural Databas@CSD) (ALLEN,
2002). Deslocamentos atomicos isotropicBgy) séo restringidos para ter o mesmo
valor para todos os atomos de nao-hidrogendidas. aatomos de hidrogénio, os
valores deBis, sdo limitados em 1,2 vezes maiores do que osesldeBis, dos

* Baseia-se em simulagdes da evolugdo do equiltbrinico de materiais, proposto por Metropolis e
colaboradores em 1953 (METROPOL#& al, 1953); Utiliza o Método de Monte Carlo para gerar

sequéncias de estados do material caracterizatbsspuesic6es de suas particulas.
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respectivos atomos aos quais eles se ligam. Soadermdas fracionarias sao refinadas
restringindo as distancias entre eles e os atomesegtdo ligados de acordo com os
valores encontrados na literatura para dados dacédd de raios X que, em seguida, sdo
modificados no programa Mercury (MACRAdE al, 2008) conforme os valores: C—-H
=0,96 A,N-H=0,87Ae O-H=0,99 A,

A convergéncia do refinamento é avaliada atravésw@dores do indicador de
qualidade do ajustg?) e dos fatores R @Rgg Rup € Rexp)-

Vale lembrar que, a fim de verificar a consistérana resultados obtidos para a
escolha do grupo espacial, parametros de celarianitistancias de ligacdo, angulos e
tor¢des, € utilizado o programa PLATON (SPEK, 2003)
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CAPITULO IV

IV — RESULTADOS E DISCUSSAQO

Muitas vezes, tem-se enfrentado no LASSBio a ddmde de se produzir
monocristais de tamanho, qualidade e estabilidafieientes para que esses sejam
avaliados com o uso da DRX por monocristal. Diatesta dificuldade a DRX por
policristais tem se mostrado uma poderosa e adedgigmthmenta para a analise de
compostos bioativos, candidatos a novos farmacdan®ém para determinar as

estruturas desconhecidas.

Neste capitulo, serdo apresentados os resultadosviflenciardo que a técnica de
DRXP €& de grande utilidade para a analise estiutileacompostos candidatos a
protétipo de novos farmacos, com a grande vantagden ser realizavel
independentemente de se ter um monocristal, bastapdnas que a amostra seja
cristalina. A metodologia apresentada na seca8 fti executada no processo de
determinagcao estrutural dos cinco compostos seledas para este trabalho e os

resultados obtidos seréo apresentados e discatigadir de agora.

V.1 — LASSBIi0-294

O LASSBI0-294 é um composto bioativo, sintetizadpasir do produto natural
safrol (Figura IV.1), ja bem conhecido e amplamessieidado no LASSBIo e fez parte
do contexto desta tese com o0 objetivo de eviderziatilidade da DRXP no estudo
estrutural de novos compostos sintetizados no LAGSBsto que este composto ja
tinha sua estrutura determinada pé difracdo de paide monocristal (KUMMERLEt
al., 2009). Sendo assim, a determinacao da estrutstalina deste composto por meio
da DRX por policristais poderia validar, peranteLASSBio, adequadamente esta

técnica.

Os dados de DRXP de LASSBIi0-294 foram coletadaSBIBF, num difratdmetro
convencional, conforme descrito na secéao lll.2.dom a colaboracdo do Professor

Fabio Furlan Ferreira, da UFABC, a determinacdoestutura deste composto foi
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possivel. A partir desta determinacéo estrutucalufievidenciada a possibilidade de se

aplicar o mesmo procedimento para a anélise dosocdmpostos.

OV e Y

Safrol LASSBio-294

Figura IV.1 — LASSBIi0-294 — NAH derivada do Safrol .

IV.1.2 - Descricéo da Estrutura Cristalina

LASSBI0-294 (Figura 1V.3) cristalizou-se num sisgemonoclinico P2;/c). Sua
estrutura cristalina é composta por quatro formulaisarias por cela unitaria (Z=4),
acomodando uma molécula na unidade assimétrical)Z eonforme pode ser
observado na Figura IV.3. Dentro da cela unitaianaléculas sdo mantidas juntas por
meio de interacBes de hidrogénio entre &tomos MN(8)- - O(4} (D-H = 0,871(6) A,
H---A=2,072(7) A, D---A =2,860(7) A e D-H---A50,2(6)°; onde “D” e “A” sio,
respectivamente, o atomo doador e receptor de digaudrogénio), que estao
representadas pelas linhas tracejadas (em azWjgousa 1V.4 (a), formando, assim,
uma rede de agragados moleculares ao longo da@eixo

Possiveis interacdes complementares do tipstdcking entre a funcdo NAH e o
anel tiofénico (C(13) — C(21) = 3,534 A) e tambémtre a funcdo NAH e benzodioxola
(C(13) — O(17) = 3,386 A) podem ser visualizada§igara 1V.4(b) e parece que estas

interacdes também contribuem para o arranjo edpedianensional da cela unitaria.

Os valores finais para os parametros de rede dauodhria apos o refinamento, o
indicador de qualidade do ajus§é)(e os fatores R #Ragd Rwp/Rexp) €stédo mostrados na
Tabela IV.1. O gréfico Rietveld, mostrando o borardo entre os dados experimentais
e o perfil calculado pode ser observado na Fig\ta.10s parametros estruturais
atdmicos obtidos a partir do refinamento Rietvelgue descrevem a posicdo de cada

atomo dentro da cela unitaria podem ser observaaldsbela 1V.2.

® Simetria: -X, -y, -1-z
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Figura V.2 — Ajuste Rietveld para o LASSBIi0-294 mostrando o bom acordo entre os dados experimentais (em azul) e o perfil

calculado (em vermelho). Este composto cristalizou-se num sistema monoclinico (P21/c).
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H23

Figura IV.3 — Estrutura cristalina do LASSBIi0-294 evidenciando a configuracéo relativa E da dupla ligacao iminica e indicando que
o enxofre, S(22), do anel tiofénico e o oxigénio carbonilico, O(4), estdo orientados na mesma direcéo.
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(a) (b)
Figura IV.4 — (a) Representacdo da cela unitaria de LASSBio-294 ao longo do eixo b, exibindo algumas ligaces de H (em azul),
formando assim uma rede de agregados moleculares em ao longo do eixo c. (b) Possiveis interacées do tipo “rr-stacking” (linhas

magenta) entre os atomos de C(13)-C(21) e C(13)-O(17), bem como suas distancias em A.
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Tabela IV.1 - Detalhes do refinamento Rietveld stau¢ura cristalina de LASSBIi0-294.

Estrutura Cristalina

Nome do composto

Formula quimica
Peso molecular (g mid)
Sistema cristalino
Grupo espacial

a; b; c(A)

B ()

Volume (&)

zZ, Z

Pealc (9 Cm3)

p (mm't)

T (K)

(E)-N'-(tiofen-2-il-metileno)

benzofl][1,3]dioxola-5-carbohidrazida

H10N203S
274,30
Monoclinico
P2i/c (No. 14)

11,3413(3); 12,3573(4); 9,0158(3)

89,821(2)
1263,55(7)
4; 1
1,4419(1)
2,344
298

Coleta dos Dados

X Celerator Pro CuK

Difratdmetro

(tubo selado)
Monocromador grafite
Comprimento de onda (A) 1,54178
20 faixa (°) 4 -50
Passo angular (°) 0,01
Tempo por passo (S) 40
Refinamento
Rexp (%) 4,646
Rwp (%) 5,590
Reragg (%) 0,697
v 1,203
d-DW 1,507
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Table IV.2 — Coordenadas fracionérias e parametlesdeslocamento isotrépico equivalente

(Uiso = BiSJSIf) de todos os atomos da estrutura cristalina de$BiS-294.

Atomo x/a y/b zlc R (A9
S(22)  0,5533(4) -0,0214(3) -0,2819(5) 0,0879(2)
O@4)  0,7561(8) 0,3409(5)  -0,2424(6) 0,0879(2)
O(17)  0,9471(4)  0,5005(4)  0,3390(5) 0,0879(2)
O(19)  0,9261(4) 0,6756(4) 0,2463(5)  0,0879(2)
N(3)  0,7310(7)  0,2444(4) -0,0355(5) 0,0879(2)
N(7)  0,6817(7) 0,1600(4) -0,1132(6) 0,0879(2)
C(l)  0,7749(4)  0,3304(3) -0,1122(4)  0,0879(2)
C(2)  0,8144(3) 04273(3) -0,0209(4)  0,0879(2)
C(5)  0,8021(3) 0,5333(4) -0,0757(4) 0,0879(2)
C(6)  0,8638(2) 0,4104(4) 0,1205(4)  0,0879(2)
C(9)  0,8385(2) 0,6231(4) 0,0094(5) 0,0879(2)
C(11)  08982(2)  0,4994(3)  0,2008(5)  0,0879(2)
C(13) 0,6730(8) 0,0699(4) -0,0466(6) 0,0879(2)
C(15) 0,8861(3) 0,6020(3) 0,1473(5)  0,0879(2)
C(18)  0,6203(6) -0,0247(3) -0,1133(5) 0,0879(2)
C(20)  0,9713(9)  0,6126(4)  0,3686(7)  0,0879(2)
C(21)  0,6217(6) -0,1285(4) -0,0534(6) 0,0879(2)
C(25) 0,5687(7) -0,2058(4) -0,1485(6)  0,0879(2)
C(27)  0,5372(10) -0,1601(4) -0,2818(6)  0,0879(2)
H8)  0,7337(7)  0,2433(4)  0,0610(5)  0,1055(3)
H(10)  0,7685(3)  0,5447(4) -0,1721(4)  0,1055(3)
H(12)  0,8719(2) 0,3387(4) 0,1602(4)  0,1055(3)
H(14)  0,7020(8)  0,0648(4)  0,0531(6)  0,1055(3)
H(16)  0,8298(2)  0,6957(4) -0,0267(5) 0,1055(3)
H(23)  0,9347(9)  0,6343(4)  0,4601(7)  0,1055(3)
H(24)  1,0549(9) 0,6231(4) 0,3753(7)  0,1055(3)
H(26)  0,6552(6)  -0,1459(4) 0,0413(6)  0,1055(3)
H(28)  0,5561(7) -0,2803(4) -0,1231(6) 0,1055(3)
H(29)  0,5092(10) -0,2008(4) -0,3652(6)  0,1055(3)

O angulo de tor¢édo envolvendo os atomos de N(3)-C(2)-C(5) foi -146,4 (5)°,
sendo limitado entre -120° e -180°. Sob esta cdiagdi@ molécula esta em uma
conformacéo anticlinal(ac). Os angulos de tor¢cé® epvolvem os atomos C(1)-N(3)-
N(7)-C(13), os atomos N(7)-C(13)-C(18)-C(21) e dsmis N(7)-N(3)-C(1)-C(2)
foram, respectivamente, 160,2 (7)°, 171,4 (8)° 227 (6)°, todos eles sendo limitados
entre 150° e 180°. Neste caso, a molécula adotaconfarmacao + antiperiplanar (ap)

para todos os angulos de torcéo.

Desta forma, pode-se dizer que a técnica de DRXHniprescindivel para

caracterizar inequivocamente a configuracéo rel&i¢igura 1V.3), da dupla ligacdo
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C=N. O empacotamento da cela unitaria (Figura I¥o#pbservado como resultado de
interacdes intermoleculares de hidrogénio envolgemtigacdo peptidica da funcBie
acilidrazona dispostas alternadamente, bem conevelguais interacdes dipolo-dipolo

e r-stackingcomplementares.

A alta restricdo conformacional ou planaridade dwongosto foi também
exemplificada pelos angulos diedros. Finalmenteterbatomos da funcad\-
acilidrazona e o enxofre do anel tiofénico orientacha mesma dire¢cdo fornecem

regides de alta densidade de elétrons permitindoaicdes com outras entidades.

Todos os dados referentes a determinacéo da eatwristalina de LASSBio-294
foram depositados noCambrigde Crystallography Data Centreo CCDC, sob o
namero de identificagéo 907702.

Levando em conta o objetivo de validar a técnicente ao LASSBIo, a Figura
IV.5 evidencia que a estrutura cristalina de LASSEBY4 apresenta as mesmas
caracteristicas estruturais, tanto quando foi detexda por meio da técnica de DRX
por monocrital, quanto pela técnica de DRX por grtais. Assim, os resultados das
duas técnicas foram confrontados e ficou evident@kilidade do uso da técnica de
DRXP para estudos estruturais de compodibacilidrazénicos sintetizados no
LASSBIo.

Visdao Paralela

W_éﬁw-’\:@*u

Visao Frontal

Figura IV.5 — Visao paralela e frontal da estrutura cristalina de LASSBi0-294 (a)
determinada a partir de dados de DRX por monocristal (KUMMERLE et al.,
2009) e (b) determinada a partir de dados de DRX por policristais evidenciando

a equivaléncia entre as estruturas.
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V.2 — LASSBIi0-129

Ormelli (1999), em sua dissertacdo de mestrado,odstou que 0 composto
LASSBIio-129 apresenta uma potente atividade amigagie plaquetaria (ORMELLI,
1999). O composto LASSBI0-129 na concentracao dgul) foi capaz de inibir
significativamente (72,1%) a agregacao plaquetidédaizida por acido araquiddnico
(200 uM) em plasma rico em plaquetas citratado aelho (COSTA, 2008). Este
composto é um iséstero de LASSBI0-294 e eles difezatre si apenas por um anel

furanico em lugar do anel tiofénico.

Com o intuito de ajudar a avaliar a contribuicdo islesterismo, quanto aos
aspectos conformacionais, para as atividades destesostos € que dados de difracao
de raios X de p0, de LASSBIo-129, foram utilizag@sa a determinacéo da estrutura

cristalina do mesmo.

Os dados de DRXP deste composto foram coletadosLalmratorio de
Cristalografia e Caracterizacdo Estrutural de Materda Universidade Federal do
ABC, em Santo André — SP, utilizando um difratdmemnvencional da marca STOE,

modelo STADI-P em alta resolugéo, conforme desa@dtsecao I11.2.2.

IV.2.1 — Descricao da Estrutura Cristalina

LASSBIio-129 (Figura 1V.6) cristalizou-se no sistermdorrombico com grupo
espacialP2,2,2;. Os valores finais para os parametros de redeeldaunitaria apos o
refinamento Rietveld forana = 24,5603(11) Ap = 9,28285(27) A¢ = 5,06822(16) A,
a=pf=y=90°e V = 1155502(70) A O gréafico Rietveld pode ser observado na

Figura IV.7 e mostra o bom acordo entre os dadpsrarentais e o perfil calculado.

A estrutura cristalina de LASSBIi0-129 € compostaqumtro formulas unitarias
por cela unitaria (Z=4), acomodando uma moléculaun@ade assimétrica (Z'=1),

conforme pode ser observado na Figura 1V.8a.
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Dentro da cela unitaria as moléculas sdo mantig@sig por meio de interacbes
de hidrogénio entre atomos N(4)-H(20)---&(D-H = 0,909(7) A, H---A = 2,087(6)
A, D---A=2927(7) A e D-H---A = 153,1(6)°; ond@® & “A” sdo, respectivamente, 0
atomo doador e receptor de ligacdo hidrogénio), ept@o representadas pelas linhas
tracejadas (em azul) na Figura IV.8b, formando,ngssaima rede de agragados
moleculares ao longo do eixa Eventuais interacdes intermoleculares de caréater
complementar também podem estar contribuindo parampacotamento da cela

unitaria, como mostra a Figura IV.8c.

Os valores finais para os parametros de rede dauodhria apos o refinamento, o
indicador de qualidade do ajus§é)(e os fatores Bags Rup € Rexp (TOBY, 2006) estéo
listados na Tabela IV.3. Os parametros atomicosuteshis obtidos a partir do
refinamento Rietveld e que descrevem a posicadada atomo dentro da cela unitaria

podem ser observados na Tabela IV.4.

Os angulos de torcdo envolvendo os atomos de N@O)EC(13)-C(16), os
atomos C(2)-N(4)-N(7)-C(10), os atomos N(4)-C(2B)2C(6) e os os atomos N(4)-
N(7)-C(10)-C(13) foram, respectivamente, 165,9(6y?1,1(5)°, 150,9(5)° e -177,6(5)°,
todos eles sendo limitados entt@50° e 180°. Neste caso, a molécula adota uma

conformacéo antiperiplanar (ap) para todos os asgig torcao.

® Simetria: x, y, -1+z
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Figura 1V.6 — Estrutura cristalina do LASSBIi0-129 evidenciando o carater ndo planar da molécula e a configuracdo relativa E da
dupla ligacdo C=N.
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Figura IV.7 — Ajuste Rietveld para o LASSBIi0-129 mostrando o bom acordo entre os dados experimentais (em azul) e o perfil

calculado (em vermelho). Este composto cristalizou-se no sistema ortorrdmbico com grupo espacial P212:,2;.
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Figura IV.8 — (a) Empacotamento ao longo do eixo b; (b) Interagbes de
hidrogénio (em azul) formando o agregado cristalino ao longo da rede; (c)

interacBes complementares (verde) com as medidas das distancias em A.
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Tabela IV.3 — Detalhes do refinamento Rietveldsteuéura cristalina de LASSBio-129.

Estrutura Cristalina

Nome do composto

Formula quimica
Peso molecular (g mo)
Sistema cristalino
Grupo espacial

a; b; c(A)

o, B,y (%)

Volume (&)

z;Z

Peaic (9 cni)

u (mm?)

T (K)

(E)-N'-(furan-2-il-metileno)
benzofl][1,3]dioxola-5-carbohidrazida
63H10N204

258,23
Ortorrdmbico
P2,2:2; (No. 19)
24,5603(11); 9,28285(27); 5,06822(16)

90

1154,0(3)
4;1

1,4863(4)

0,9490(2)
298

Coleta dos Dados

Difratbmetro

STOE STADI-P Cudg

Monocromador Ge(111)
Comprimento de onda (A) 1,54056
20 faixa (°) 2-60
Passo angular (°) 0,015
Tempo de integracao (s/1,05°) 50
Refinamento

Rexp (%) 2,872
Rwp (%) 5,308
Reragg (%) 1.381

v 1,848
d-DW 0,428
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Table IV.4 — Coordenadas fraciondrias e parametlesdeslocamento isotrépico equivalente

(Uiso = BiSJSIf) de todos os atomos da estrutura cristalina de$BiS-129.

Atomo x/a y/b zlc e

o1 0,32643(27)  0,32677(92)  0,63643(92) 0,0542(3)
c2 0,30412(16)  0,33563(63)  0,42528(68) 0,0542(3)
C3 0,25188(16)  0,26001(52)  0,38439(80) 0,0542(3)
N4 0,32966(21) 0,38670(67) 0,20311(86) 0,0542(3)
C5 0,21887(19)  0,30081(60)  0,1713(10)  0,0542(3)
Cc6 0,23540(19)  0,15266(58)  0,55872(98)  0,0542(3)
N7 0,37218(22)  0,48074(72)  0,23130(88) 0,0542(3)
c8 0,16905(19)  0,23423(66)  0,1263(11)  0,0542(3)
c9 0,18630(15)  0,08762(50)  0,51023(85) 0,0542(3)
C10 0,39946(21)  0,51163(64)  0,02745(87) 0,0542(3)
c11 0,15226(16)  0,13445(49)  0,31217(81) 0,0542(3)
012 0,16121(20)  -0,01224(61)  0,66311(96) 0,0542(3)
c13 0,44576(17)  0,60542(55)  0,04942(76) 0,0542(3)
014 0,10606(21)  0,05328(53)  0,30252(93)  0,0542(3)
c15 0,11136(21) -0,04424(59)  0,5229(10)  0,0542(3)
C16 0,48784(22) 0,63530(61) -0,12146(91) 0,0542(3)
017 0,45071(21)  0,68582(57)  0,26995(83)  0,0542(3)
c18 0,51966(26)  0,74492(72)  -0,00413(91) 0,0542(3)
C19 0,49470(22)  0,77253(61)  0,23461(99) 0,0542(3)
H20 0,32086(21)  0,34584(67)  0,04586(86) 0,0650(3)
H21 0,22936(19)  0,38207(60)  0,0608(10)  0,0650(3)
H22 0,25796(19)  0,12286(58)  0,70175(98)  0,0650(3)
H23 0,14540(19)  0,26273(66)  -0,0153(11) 0,0650(3)
H24 0,39087(21)  0,46967(64)  -0,14783(87) 0,0650(3)
H25 0,08176(21) -0,04872(59)  0,6346(10)  0,0650(3)
H26 0,11496(21)  -0,14772(59)  0,4424(10)  0,0650(3)
H27 0,49435(22)  0,59445(61)  -0,29993(91) 0,0650(3)
H28 0,55306(26)  0,79040(72)  -0,08320(91) 0,0650(3)
H29 0,50789(22)  0,84795(61)  0,34885(99)  0,0650(3)

A Figura IV.9a mostra a comparacéo entre os pddidifracdo de LASSBio-129
e LASSBIi0-294. Apesar de serem isOsteros, e dii@rientre si apenas por um atomo,
percebemos que eles possuem perfis de difracaantagdistintos. A substituicdo do
anel tiofénico por um anel furanico é suficientegpaudar as posi¢des e as intensidades
das reflexdes presentes no perfil de difracdo @D)ASSBIo-129 reforcando o fato de
que cada PD tem carater unifiogerprinf) para cada composto.

Para a molécula de LASSBIi0-129 foi observada aigordcéo relativeE da
dupla ligacdo iminica, da mesma forma que para BA&394. Porém, ficou

evidenciado o carater ndo planar deste compogtwedte do que é observado para seu
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iséstero (Figura 1V.9b). Todas essas informacOeepotrazer uma maior compreensao
a respeito da relacdo existente entre a estrutuas @ropriedades das moléculas
avaliadas visto que LASSBI0-294 e LASSBIi0-129 sabstincias bioativas que

possuem perfis farmacoldgicos distintos, apesaedam isosteros.

—— LASSBiO-129I
10000 —+— LASSBIi0-294

8000 -
»
C
(0]
(@)]

S 6000 4
[
@]
o

S 40004
©
je)
(7]
o

£ 2000+

0 -

T T T T T ! I '
10 20 30 g 50
2Theta (graus) (@)

LASSBio-129

LASSBio-294

(b)
Figura IV.9 — (a) Comparacéo entre os perfis de difracdo de LASSBIi0-294 e
LASSBI0-129 mostrando que embora estas moléculas se diferenciem por
apenas um atomo, o carater unico de cada PD é preservado; (b)Comparacéo
entre as estruturas cristalinas evidenciando a diferenca entre o carater planar

de LASSBIi0-294 e a nédo planaridade da molécula de LASSBio-129.
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IVV.3 — Compostos Ciclohexil-N-Acilidrazénicos

Os compostos LASSBIio-1515 e LASSBIio-1601 foram @jatios a partir de
LASSBIi0-294, protétipo cardioativo com modestasppierades analgésicas e anti-
inflamatorias, pela simplificacdo molecular do @moqento benzodioxola. Este
fragmento molecular, apesar de farmacoférico pavaddade frente o sistema cardiaco
(SUDO et al., 2006), configura-se como um dos provaveis sifmsnetabolizacdo de
fase | (reacBes de fase | podem causar tanto acativquanto inativacdo do farmaco)
devido a reatividade da ponte dioxola (FRAGA, 2018abe-se que o equilibrio
resultante da interacao farmaco-receptor é estabtidi por componentes entalpicos e/ou
componentes entropicos, sendo a estabilizacaoperaabriunda de ligacbes de H e
interacdes de van der Waals, enquanto que a éxtghib entropica é caracterizada pelo
deslocamento de moléculas de agua organizadasfgranacdo de novas interacdes
hidrofobicas farmaco-receptor (HITZEMANN, 1988).

Apés a compreensdo destas informacfes, sugere-seaqsgubstituicdo do
grupamento benzodioxola, apesar da perda de siteptores de ligacdo de H
importantes quanto a componentes entalpicos, permitacréscimo da liberdade
conformacional do sistema, o que pode resultarunteato de componentes entropicos
favoraveis para sua interacdo com macromoléculasteNcontexto, a substituicdo
molecular do fragmento benzodioxola, da subunidaile da funcdo NAH, por ciclos
alifaticos, pode fornecer informagdes quanto apeass termodindmicos da interacao
farmaco-receptor, onde as modificacbes podem masteatributos necessarios para
interacdo farmaco-receptor dos compostos planejésihd/A, 2012), sobretudo pela
preservacdo da funcdo NAH, estrutura consideradailegiada (FRAGA &
BARREIRO, 2006; DUARTEet al., 2007a).

IV.3.1 — LASSBIi0-1515

Os compostos inicialmente desenhados, por Silvhd2j20oram planejados pela
simplificacdo molecular da benzodioxola com subsatpihomologacao inferior, com
objetivo de avaliar as contribuicbes dos ciclosfaatios, quanto aos aspectos

conformacionais, para as atividades pretendidaBV{&I 2012). Para o composto
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LASSBIio-1515 foi mantida a subunidade tiofénicaatlg a regido iminica da funcéo
NAH, como ilustra a Figura IV.9. Vale ressaltar quUASSBIio-1515 apresentou
resultados promissores frente as atividades anteptiva e anti-inflamatéria (SILVA,
2012) em ensaios de nocicepcao induzida por aciélica (87,9t 3,4 % de inibicdo) e

peritonite induzida por carragenina (7%,2,7 % de inibicao).

Simplificacdo
Molecular

Figura 1V.10 — Emprego da estratégia de simplificacdo molecular no
planejamento racional do LASSBIio-1515 substituindo 0 grupamento

benzodioxola, da subunidade acila da funcdo NAH, por um grupo cicloexila.

Para a determinacéo estrutural de LASSBIio-1515rfaraados dados de DRXP
de LASSBI0-1515 coletados no LCCEM na Universidadderal do ABC, em Santo
André — SP, em um difratbmetro convencional da m&TOE, modelo STADI-P em
alta resoluco, utilizando um alvo de cobrel,54056A). As medidas foram coletadas

varendo a regido de2le 2° a 60°, com passo angular de 0,015°.

O programaropas Academic v.4(LCOELHO, 2007) foi usado nos processos de
indexacédo e decomposicao do perfil de difracdoAt®3Bio-1515. O background foi
estimado usando 6 termos do polinémio de Cherbysdb&dos até 32° foram usados
no procedimento de indexacdo por meio do métoderatito descrito por Coelho
(COELHO, 2003). Entdo, um ajuste de Pawley retorm®geguintes valores para uma
cela monoclinicaa = 11,2619(4) Ab = 12,5909(4) A¢ = 8,8447(3) A = 90,606(1)°
e V = 1254,08(8) A O volume encontrado no procedimento de indexaéeriu
quatro formulas unitarias por cela unitaria (Z=4)n@a molécula na unidade assimétrica
(Z'=1). As intensidades integradas bem como suaglegbes foram extraidas por meio

do refinamento Pawley, que convergiu para um \adgf = 1,74.

" Na experimentacdo animal, sugere-se a substituipiotermos dor e analgesia por nocicepgéo e

antinocicepcao, respectivamente.
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As etapas de determinacdo da estrutura cristalmdiremento pelo Método de

Rietveld, de LASSBIi0-1515, foram realizadas confechescritas na secéo II1.3.

IV.3.1.1 — Descricdo da Estrutura Cristalina

LASSBIio-1515, apresentado na Figura 1V.11, cristalise no sistema
monoclinico com grupo espack®/c com valores finais para os parametros de rede da
cela unitaria ap6s o refinamento Rietvedd= 11,2580(4) Ab = 12,5878(3) Ac =
8,8460(2) A, = 90,607(2) °, V = 1253,52(6) *AEstes valores e outros detalhes do

refinamento Rietveld estdo apresentados na Tatdéda |

Coordenadas fraciondarias e parametros de deslotamsetropico equivalente de
todos os atomos da estrutura cristalina de LASSBib podem ser observados na
Tabela IV.6. O grafico Rietveld, mostrando o borordo entre os perfis observado e

calculado, estéa apresentado na Figura V.12
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=27

Figura I1V.11 - Estrutura cristalina do LASSBIi0-1515 evidenciando a configuracao relativa E da ligagdo C=N, o enxofre do anel
tiofénico e o oxigénio carbonilico orientados na mesma dire¢cdo e a conformacéo do tipo cadeira para a cicloexila com substituicdo

na posicao equatorial.
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Figura 1V.12 - Ajuste Rietveld para o LASSBIio-1515 mostrando o bom acordo entre os dados experimentais (em azul) e o perfil

calculado (em vermelho). Cristalizou-se no sistema monoclinico com grupo espacial P21/c.
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Tabela IV.5 — Detalhes do refinamento Rietveldsteuéura cristalina de LASSBIio-1515.

Estrutura Cristalina

Nome do composto

Formula quimica
Peso molecular (g mid)
Sistema cristalino

Grupo espacial

(E)-N’"-( tiofen-2-il-metileno)
ciclohexano-1-carbohidrazida
©H1eN20 S
236,34

Monoclinico
P2i/c (No. 14)

a; b; c(A) 11,2548(13); 12,5918(7); 8,8487(4)
B (°) 90,607(2)
Volume (&) 1253,9(2)

zZ, Z 4;1

Peac (g cm) 1,2519(1)

u (mm?) 2,1351(3)

T (K) 298

Coleta dos Dados

Difratbmetro STOE STADI-P Cutg
Monocromador Ge(111)
Comprimento de onda (A) 1,54056

20 faixa (°) 2-60

Passo angular (°) 0,015
Tempo de integracao (s/1,05°) 50
Refinamento

Rexp (%) 3,883

Rup (%) 6,172

Reragg (%0) 2,404

4 1,590

d-DW 0,545
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Table IV.6 — Coordenadas fraciondrias e parametlesdeslocamento isotrépico equivalente

(Uiso = BiSJSIf) de todos os atomos da estrutura cristalina de$Bi6-1515.

Atomo x/a y/b zlc |

C1 0,4933(16)  0,1454(13)  0,2194(17)  0,067(2)

c2 0,5945(12)  0,2158(11)  0,2763(17)  0,067(2)

C3 0,5172(13)  0,0287(11)  0,2546(16)  0,067(2)

C4 0,3784(16)  0,1804(13)  0,2879(23)  0,067(2)

C6 0,7109(11)  0,1811(10)  0,2025(17)  0,067(2)

C9 0,6329(11)  -0,0048(10)  0,1792(17)  0,067(2)

012 0,36478(85)  0,18140(89)  0,4241(12)  0,067(2)
N13 0,2944(12)  0,2193(11)  0,1912(16)  0,067(2)

Cl4 0,7349(13)  0,0641(11)  0,2391(15)  0,067(2)
N19 0,1913(13)  0,26712(99)  0,2460(13)  0,067(2)
c23 0,1114(13)  0,2910(12)  0,1466(19)  0,067(2)
C24 0,0086(17)  0,3544(13)  0,1886(21)  0,067(2)
C26 -0,0723(15)  0,3992(12)  0,0897(15)  0,067(2)
S27 -0,02697(52)  0,38531(38) 0,37155(56) 0,067(2)
c28 -0,1560(16)  0,4607(12)  0,1698(17)  0,067(2)
C30 .0,1474(16)  0,4488(13)  0,3258(18)  0,067(2)
H5 0,4848(16)  0,1533(13)  0,1111(17) 0,081(2)

H7 0,5994(12)  0,2198(11)  0,3758(17)  0,081(2)

H8 0,5775(12)  0,2865(11)  0,2279(17)  0,081(2)

H10 0,4517(13)  -0,0129(11)  0,2114(16)  0,081(2)

H11 0,5191(13)  0,0190(11)  0,3616(16)  0,081(2)

H15 0,7751(11)  0,2214(10)  0,2373(17)  0,081(2)

H16 0,7072(11)  0,1818(10)  0,0906(17)  0,081(2)

H17 0,6266(11)  0,0016(10)  0,0784(17)  0,081(2)

H18 0,6471(11)  -0,0794(10)  0,2118(17)  0,081(2)

H20 0,3160(12)  0,2332(11)  0,1048(16)  0,081(2)

H21 0,7299(13)  0,0612(11)  0,3547(15)  0,081(2)

H22 0,8063(13)  0,0404(11)  0,2093(15)  0,081(2)

H25 0,1673(13)  0,3270(12)  0,0666(19)  0,081(2)

H29 -0,0422(15)  0,4141(12)  -0,0114(15) 0,081(2)

H31 -0,2134(16)  0,4980(12)  0,1124(17)  0,081(2)

H32 -0,2039(16)  0,4900(13)  0,3791(18)  0,081(2)

A estrutura cristalina de LASSBio-1515 é compostaquatro formulas unitarias
por cela unitaria (Z=4), acomodando uma moléculaun@ade assimétrica (Z'=1),
conforme pode ser observado na Figura 1V.13a. Desdr cela unitaria as moléculas
sdo mantidas juntas por meio de interacdes de dédio entre atomos N(13)-
H(20)---O(1H (D-H = 0,82(2) A, H---A=2,01(2) A, D---A=2.8Df e D-H---A =

8 Simetria: x, Y-y, -Yo+z
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160,0(2)°; onde “D” e “A” sao, respectivamente,tondo doador e receptor de ligacao
hidrogénio), que estéo representadas pelas linhasgadas (em azul) na Figura 1V.13b,
formando, assim, uma rede de agragados molecudardsngo do eixa. Possiveis
interacdes itermoleculares de carater complemectanp as do tiporstacking entre
os anéis tiofénicos, com distancia caracteristeaR26)-H(29) = 2,77(2) A, também

podem estar contribuindo para a formacao da reuheo enostra a Figura 1V.14.

A estrutura cristalina (Figura IV.11) permitiu eerttiar aspectos estruturais do
composto em fase sélida como a conformacéo cadeicicloexila com substituicdo na
posicdo equatorial. A diastereoisomeria da ligagaol foi confirmada (configuracao
relativaE) e ainda pode-se observar o enxofre do anel iméorientado na mesma

direcé@o do oxigénio carbonilico.

Com relacdo aos angulos de tor¢do da moléculacerdsrmacdes que ela adota,
pode-se destacar que o angulo de torcdo envolvesndomos C(3)-C(1)-C(4)-N(13)
foi de -122(2)° e sob esta condicdo, a molécula est uma conformacéo anticlinal
(ac). Os angulos de torcéo envolvendo os atomo9)N;(23)-C(24)-C(26), os atomos
C(1)-C(4)-N(13)-N(19) e os atomos C(4)-N(13)-N(IX(3) foram, respectivamente,
169(2)°, -171(1)° e -173(2)°, e neste caso, a nudé@dota uma conformacgéo
antiperiplanar (ap) (ver Figura IV.11).

Todos os dados referentes a determinacdo da eatmistalina de LASSBio-
1515 foram depositados n€@ambrigde Crystallography Data Centre CCDC, sob o
namero de identificacdo 929463.
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(b)
Figura IV.13 — (a) Empacotamento da cela unitaria (Z = 4) de LASSBIio-1515 ao
longo do eixo c; (b) formacdo do agregado cristalino ao longo da rede
evidenciando as interacdes de hidrogéno intermoleculares entre a carbonila,
0(12), e nitrogénio amidico, N(13),da funcdo NAH.

110



%

(*]
Figura 1V.14 — Agregado cristalino de LASSBIi0-1515 com destaque para
possiveis intera¢des do tipo “7zstacking” entre anéis tiofénicos (C(26)-H(29) =
2,77(2) A).

IV.3.2 — LASSBi0-1601

Devido aos promissores resultados de LASSBio-15Entd as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria, os compostas s¢trie | (Figura 111.2) sofreram
modificacdes na regido iminica da funcdo NAH peiroducdo de diversos anéis
aromaticos e heteroarométicos (SILVA, 2012). O LB®S1601 consiste no composto
mais simples desta série (por isso foi selecionagogsentando a fenila na subunidade
iminica da funcdo NAH, ideal para realizacdo deatacfes estruturais.

Em sua dissertacédo de mestrado, Silva (2012) raldificuldade na elucidacao da

diastereoisosmeria de LASSBIio-1601. Parte destatiea foi brevemente mencionada
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na secao lll.1.1. Com o objetivo de verificar denfa inequivoca a configuracéo
relativa, este composto foi submetido a medida &XB que permitiu evidenciar

aspectos estruturais do composto em fase sélida.

A aquisicdo de dados de DRXP de LASSBIo-1601 falizada na linha de luz
D10B-XPD do Laboratorio Nacional de Luz Sincrot(eNLS), em Campinas-SP. Esta
linha de luz é totalmente dedicada a experién@adifdtacéo de raios X de po, conforme
ja apresentado na secao 11.2.3. A energia utifizafbi de E = 7,99625 keVA(=
1,55054 A). O perfil de difracéo foi coletado ngi&® de B variando de 5 © a 60°, com

passo angular de 0.005° e tempo de 30 s/passo.

Os procedimentos de indexagdo e decomposicao di der difracdo de
LASSBIi0-1601 foram realizados usando o progrdmpas Academic v.4(COELHO,
2007). O ajuste de Pawley retornou os seguinteseslpara uma cela triclinica:=
4,7909(14) A,b = 10,8631(20) A,c = 15,8312(23) A, a = 52,281(11)°,5 =
99.338(12)°y = 99,611(18) e V = 640,68(1)*A0 volume encontrado no procedimento
de indexacéo sugeriu duas moléculas por cela in{&=2) e uma molécula na unidade

assimétrica (Z'=1).

O processo determinacdo da estrutura cristalinaA&SBio-1601 assim como o
processo de refinamento pelo método de Rietveldnforealizados conforme os

procedimentos descritos na secao Ill.3.

O ajuste visual obtido apds o refinamento podeviseralizado na Figura 1V.15
onde pode ser observado o bom acordo entre os dagmsimentais e o perfil
calculado. O alto Background que pode ser observado para o perfil de difragd@o
LASSBIio-1601 € devido a condi¢cdes experimentaisstdeaso, provavelmente, por

espalhamento de raios X pelo ar.
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Figura 1V.15 - Ajuste Rietveld para o LASSBIio0-1601 mostrando o bom acordo entre os dados experimentais (em azul) e o perfil
calculado (em vermelho) apesar do alto “background” devido a condi¢cdes experimetais. Este composto cristalizou-se em um

sistema triclinico com grupo espacial P 1.
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IV.3.2.1 — Descri¢cdo da Estrutura Cristalina

LASSBIi0-1601 cristalizou-se em um sistema trickin@mom grupo espacidt 1.
Os valores finais para os parametros de rede da wetaria, apds o refinamento
Rietveld forama = 4,7912(3) Ab = 10,8640(6) A¢c = 15,8300(8) Ag = 52,2773(9) °,
£ =99,333(1) °,y= 99,609(1) °, V = 640,70(6) A com duas moléculas compondo a
cela unitaria (Z=2) e uma formula na unidade assio@é(Z'=1). Na Figura V.16 pode
ser vista a molécula de LASSBIi0-1601 e dados dstatrivalores finais para o0s
parametros de rede da cela unitaria apds o refint@mmne indicador de qualidade do
ajuste ¢°) e os fatores R @agd Rwp/Rexp) podem se visualizados na Tabela IV.7. As
coordenadas fracionarias, que localizam os atoraasttutura cristalina, estao listadas
na Tabela IV.8.

A organizagdo minima das moléculas de LASSBio-lé&fiifase solida, pode ser
observada na Figura IV.17. Esta figura apresemaanizacao da cela unitaria (a) e a
expansdo da rede (b) evidenciando que as molésatasnantidas juntas por meio de
interacOes de hidrogénio entre entre a carborolaiérogénio amidico da funcdo NAH.
Os atomo envolvidos sdo: N(4)-H(9)---S(@-H = 0,887(5) A, H---A = 2,163(7) A,
D---A = 3,024(7) A e D-H---A = 163,3(5)°; onde “®™A” sdo, respectivamente, 0
atomo doador e receptor de ligacdo hidrogénio), ept@o representadas pelas linhas
tracejadas (em azul) na Figura IV.17b. Neste caoie¥ possivel observar a
sobreposicao, provavelmente devido a interacoespdatrstacking entre a fenila e a
funcdo NAH. Estas interacdes também podem estdrilmoindo para a formacéao da

rede, como mostra a Figura IV.18.

A estrutura cristalina (Figura 1V.16) permitiu egittiar aspectos estruturais do
composto em fase solida como a conformacéo cadaicicloexila com substituicdo na
posicdo equatorial, preferencial devidos aos efedtstéricos. A diastereocisomeria da
ligacdo C=N foi confirmada (configuracdo relatiZx e ainda pode-se obseervar o
enxofre do anel tiofénico orientado na mesma daelgioxigénio carbonilicalambém
percebe-se a conformac&dransda funcdo amida da NAH do composto, resultado este
diferente de compostos aril-NAH da literatura, cobA&SBi0-294, cuja conformacéo

preferencial &-cis

® Simetria: 2-x, 1-y, 1-z
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Tabela IV.7 — Detalhes do refinamento Rietveldsteuéura cristalina de LASSBIio-1601.

Estrutura Cristalina

Nome do composto

Formula quimica
Peso molecular (g mo)
Sistema cristalino
Grupo espacial

a; b; c(A)

a,p, y(°)

Volume (&)

z;Z

Peaic (9 cni)

u (cm)

T (K)

(E)-N'-(benzilideno) ciclohexano-1-
carbohidrazida
&H1sN20O
230,31
Triclinico
P1 (No.?2)
4,7912(3); 10,8640(6); 15,8300(8)
52,2772 (9), 99.333(1), 99.610(1)
640,70(6)
2;1
1,1938(1)
6,092(9)
298

Coleta dos Dados

Difratbmetro

Huber (radiacéo sincrotron)

Monocromador Si(111)
Comprimento de onda (A) 1,55051
20 faixa (°) 4 —-80
Passo angular (°) 0,005
Tempo por passo (S) 30
Refinamento

Rexp (%) 2,408
Rwp (%) 2,005
Reragg (%) 0,666
s 0,832
d-DW 1,529
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Figura IV.16 - Estrutura cristalina do LASSBIi0-1601. A configuracéo relativa E da dupla ligacdo iminica e a a conformacéo cadeira
da cicloexila, com substituicdo na posicdo equatorial, além da conformacao s-trans da funcdo amida da NAH.
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O angulo de torcdo envolvendo os atomos N(4)-C(2)-C(6) foi -148,7(4)°.
Neste caso a molécula adota uma conformacdo aatidiac). O angulo de torgéo
envolvendo os &tomos C(2)-C(1)-N(4)-N(8) foi -18)8( e sob esta condi¢do, a

molécula esta em uma conformacgédo sinperiplanar. (§® angulos de torcéo
envolvendo os atomos C(1)-N(4)-N(8)-C(16) e os @w®niN(4)-N(8)-C(16)-C(22)

foram,

respectivamente,

-176,7(4)°

conformacao antiperiplanar (ap).

Table IV.8 — Coordenadas de todos os atomos datesdrcristalina de LASSBio-1601.

e -178,5(4)°otaudo,

Atomo

x/a

y/b

zlc

C1

C2

03

N4

C5

C6

N8

C10
C13
C1l6
C17
C22
C26
C27
C28
C30
C32
H7

H9

H11
H12
H14
H15
H18
H19
H20
H21
H23
H24
H25
H29
H31
H33
H34
H35

0,78431(91)
0,60439(91)
0,9269(14)
0,7172(10)
0,7258(11)
0,5885(12)
0,5430(12)
0,5918(13)
0,4442(11)
0,50342(82)
0,5825(12)
0,31168(62)
0,18579(59)
0,25539(59)
0,00679(60)
0,07437(57)
-0,04916(61)
0,42100(91)
0,7999(10)
0,9285(11)
0,6918(11)
0,4703(12)
0,7688(12)
0,7273(13)
0,4203(13)
0,2445(11)
0,4563(11)
0,59953(82)
0,7648(12)
0,4672(12)
0,22792(59)
0,33606(59)
-0,07636(60)
0,02964(57)
-0,17503(61)

0,55417(29)
0,59383(33)
0,44331(44)
0,61228(40)
0,74771(48)
0,46009(40)
0,73099(40)
0,78350(38)
0,49919(51)
0,78294(37)
0,64693(38)
0,90867(27)
0,97179(31)
0,96470(31)
1,08932(31)
1,08355(29)
1,14541(30)
0,61204(33)
0,57719(40)
0,73870(48)
0,82440(48)
0,37263(40)
0,42733(40)
0,86617(38)
0,81807(38)
0,51190(51)
0,41470(51)
0,75412(37)
0,62396(38)
0,67206(38)
0,93174(31)
0,92524(31)
1,12921(31)
1,12328(29)
1,22564(30)

0,35324(20)
0,25349(23)
0,40338(31)
0,40181(24)
0,15793(27)
0,24487(27)
0,35040(23)
0,05128(28)
0,13833(29)
0,40160(23)
0,04530(27)
0,35209(19)
0,24854(22)
0,40743(23)
0,20043(24)
0,35870(23)
0,25548(25)
0,25270(23)
0,46627(24)
0,16445(27)
0,16225(27)
0,30175(27)
0,25545(27)
-0,00071(28)
0,03809(28)
0,13375(29)
0,13555(29)
0,46666(23)
0,04586(27)
-0,01754(27)
0,21175(22)
0,47745(23)
0,12863(24)
0,39278(23)
0,21954(25)

neste caso,

uma
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(b)

Figura 1V.17 — Cela unitaria de LASSBIio-1601 (a) evidenciando as interacfes de hidrogénio (em azul) importantes para a

organizacdo das moléculas ao longo da rede cristalina.
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Figura V.18 — Provaveis interacdes do tipo 7estacking entre a fenila e a funcéo
NAH com distancias medidas em A [C(28)-N(8) = 3,639(5); C(26)-N94) =
3,664(4)].

IV.3.3 — LASSBio-1733

Visando a otimizacdo dos resultados farmacologamd ASSBio-1515 (secao
IV.3.1), LASSBIi0-1733 foi planejado devido ao efeitmetila evidenciado para
derivados NAH citados anteriormente e baseado gunalexemplos da literatura
(KUMMERLE et al, 2009; BARREIRCet al, 2011a), sobretudo quanto aos aspectos

conformacionais, bem como aos diferentes perfradapcinéticos e farmacodinamicos.

Deve ser destacada a auséncia de duplicacdo dos sferentes ao hidrogénio
iminico de LASSBIi0-1733 na andlise de RMN (Figura IV.19). Curiosamente, 0
precursor LASSBI0-1515, uma cicloalgitacilidrazona n&oN-metilada, possui
duplicacéo dos sinais em espectro de RMN'tdee *C [200MHZ em DMSO-d6]
(SILVA, 2012). Este efeito daN-metilacdo, provavelmente é resultante do efeito

indutivo causado pela metila ao nitrogénio amidkigura 1V.20), o que desloca o par
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de elétrons livres para a ligacdo amidica, aumeontancarater $” da ligacdo, o que

pode implicar numa maior barreira de rotacdo araidic

Baseado nos estudos de Silva (SILVA, 2012), paraeys/adosCiclo-Alquil-
NAH descritos em sua dissertacdo de mestrado, quanégalibrio conformacional
amidico evidenciado por espectro de RMN, foi sulyepor ele que Bl-metilagdo pode
ter implicado no deslocamento do equilibrio confacianal, onde a forma-trans
provavelmente é favorecida devido aos efeitosiestagregados a metila introduzida.
Além disso, a perda de um sitio de interacdo gacio de H diminui a influéncia do
solvente, resultando na menor solvatacao do comp@sSBio-1733, o que também

pode atuar desfavorecendo o conférneenisno equilibrio (SILVA, 2012).

Para agregar mais informagfes quanto a influénstautaral da metila e
confirmar a formas-transdo composto, em fase soélida, foram realizadosdestale

difracédo de raios X por policristais deste composto

A aquisicado de dados de DRXP de LASSBIi0-1733 falizada no LCCEM na
UFABC, em Santo André — SP, em um difratbmetro eocional da marca STOE,
modelo STADI-P em alta resolucéo, utilizando umoatie cobre X=1,54056A). As
medidas foram coletadas varendo a regido @lee22° a 60°, com passo angular de

0,015°, com tempo de intengracao de 50s a cada. 1,05
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Figura V.19 — Espectro de RMN de *H de LASSBio-1733 [300Mhz, DMSO-d6/TMS] (SILVA,2012).

121



+f CH3

Figura 1V.20 — Efeito indutivo da metila e aumento do carater s da ligacao
amidica de LASSBIio0-1733 (SILVA, 2012)

Os processos de indexacdo e decomposicdo do gertlifracdo de LASSBio-
1733 foram realizados usando o prografopas Academic v.5(COELHO, 2012). O
ajuste de Pawley retornou os seguintes valoresymagacela ortorrombic#2:2,2;: a =
25,21029 Ab = 10,296684 A¢c = 5,233751 Ag=p=y=90°e V = 135859 A O
volume encontrado no procedimento de indexacaorisugaatro moléculas por cela
unitaria (Z=4) e uma molécula na unidade assing&ét(=1). Para o refinamento

Pawley o indicador de qualidade do ajustexfot 2,688.

Tanto o procedimento de determinacdo da estrutistalina de LASSBIi0-1733
quanto o refinamento Rietveld seguiram a metodalegiresentada na secao 111.3. O

ajuste visual obtido apds o refinamento pode sralizado na Figura 1V.21.

IVV.3.3.1 — Descricdo da Estrutura Cristalina

LASSBIi0-1733 cristalizou-se em um sistema ortorrimlcom grupo espacial
P2,2:2;. Os valores finais para os parametros de rede efla unitaria, apés o
refinamento Rietveld foranma = 25,2049(13) Ab = 10,2952(6) Ac = 5,2333(3) Aa =
B=y=90°,V = 1357,99(13) A com quatro moléculas compondo a cela unitaria (Z
4) e uma formula na unidade assimétrica (Z '= B.Mgura 1V.22 pode ser vista a
molécula de LASSBIio-1733 e dados do cristal, valdireais para os parametros de rede
da cela unitaria ap6s o refinamento, o indicadoguigidade do ajustg?) e os fatores

Reragg Rup € Rexp podem se visualizados na Tabela IV.9.
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Figura 1V.21 - Ajuste Rietveld para o LASSBIio-1733 mostrando o bom acordo entre os dados experimentais (em azul) e o perfil

calculado (em vermelho).
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Figura 1V.22 - Estrutura cristalina do LASSBIi0-1733. A configuracgao relativa E da dupla ligacédo iminica e a conformacéao cadeira da
cicloexila, com substituicdo na posicdo equatorial e conformacdo dobrada, caracteristica de compostos N-metilados.
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Tabela IV.9 — Detalhes do refinamento Rietveldsteuéura cristalina de LASSBIio-1733.

Estrutura Cristalina

Nome do composto

Formula quimica
Peso molecular (g mid)
Sistema cristalino
Grupo espacial

a; b; c(A)
a=p=y()
Volume (&)

z;Z

Peaic (9 cni%)

u (mm)

T (K)

(E)-N-metil-N'-(tiofen-2-il-metileno)
ciclohexano-1-carbohidrazida

6H18N0S
250,36
Ortorrdmbico
P2:2:2; (No. 19)

25,2049(13); 10,2952(6); 5,2333(3)

90
1357,99(13)
4;1
1,2246(1)
1,9983(2)
298

Coleta dos Dados

Difratbmetro

STOE STADI-P Cudg

Monocromador Ge(111)
Comprimento de onda (A) 1,54056
20 faixa (°) 2-60
Passo angular (°) 0,015
Tempo de integracao (s/1,05°) 50
Refinamento

Rexp (%) 1,791
Rwp (%) 4,528
Reragg (%) 2,168

v 2,528
d-DW 0,501




A organizacdo das moléculas de LASSBI0-1733 em f&dala, pode ser
observada na Figura IV.23a. Ndo sdo observadasigiies de hidrogénio classiths
como responsaveis pela formacdo do agregado oristabdo observados apenas
interacOes cujas distancias sédo calculadas conun saenores que a soma do raio de
Van der Waals. Estas interacfes sdo de caraterfraacs e pode-se sugerir que elas
sejam as responsaveis pela agregacdo das molérnlésda a rede (Figura IV.23b).
Neste contexto ainda, € possivel observar a sodigfmy provavelmente devido a
interacdes do tipoestacking entre a tiofenila e a funcédo NAH. Pode-se infguie estas
interacbes também contribuem para a formacdo dg oeino mostra a Figura 1V.24.
As coordenadas fracionarias, que traduzem as @ssdds atomos na cela unitaria, bem
como os parametros de deslocamento isotrépico alguite (UL, = Bis/8T7) de todos
0s atomos da estrutura cristalina de LASSBio-1é88pntram-se dispostos na Tabela
IV.10.

A estrutura cristalina (Figura IV.22) permitiu eerttiar aspectos estruturais do
composto em fase sélida e assim foi caracterizatk, forma inequivoca, o
diastereoisdbmerd. Além disso, também pode ser percebida a conf@map tipo

cadeira para a cicloexila, com substituicao nagdasequatorial.

O angulo de tor¢do envolvendo os &tomos C(2)-C(B)-N(8) foi 9,23(3)°. Sob
esta condicdo, a molécula esta em uma conformaggerplanar (sp). Os angulos de
torcdo envolvendo os atomos N(3)-C(1)-C(2)-C(6)1)aY(4)-N(8)-C(16) e os atomos
N(3)-N(8)-C(16)-C(25) foram, respectivamente, -P§2)°, -177,3(2)° e -177,9(2)°,
adotando, neste caso, uma conformacéo antiperrplapp

19 Um &tomo aceptor (A), que possua um par de ekétnédo ligado, pode interagir favoravelmente com
um atomo doador (D) que carrega um hidrogénio &ddforma classica deste tipo de interacdo requer
que A e D sejam atomos eletronegativos (como pemgio N, O e F). Se o atomo de H esté ligado a um
atomo muito eletronegativo, o H fica com uma cargecial bastante positiva (ou acido), e o outranéto
(D) fica com carga parcial negativa. Uma vez que é o menor atomo da tabela periddica, é possivel
gue as duas moléculas entrem em contato muitorpodxima da outra. A combinacao de alta polaridade
da ligacdo H-D e o contato muito préximo resulta emma interagcdo particularmente forte que recebe o
nome de interacdo de H. Nesta tese ligagBes ddtipd - -N (muitas vezes considerado como um tipo de
interacdo de H n&o-classica, e este é um temanb@stantroverso na literatura) ndo seréo consi@srad

como interacdes de H.

126



Table 1V.10 — Coordenadas fracionarias e paramettesdeslocamento isotropico equivalente

(Uiso = BiSJSIf) de todos os atomos da estrutura cristalina de$Bi6-1733.

Atomo x/a y/b zlc Uisc
C1 0,1639(11)  0,4758(26)  0,5769(43)  0,0686
c2 0,11723(98)  0,4462(17) 0,7515(37)  0,0686
N3 0,18624(84)  0,5975(22)  0,5822(44)  0,0686
O4 0,17640(50) 0,4026(14) 0,4073(28) 0,0686
C5 0,06680(71)  0,5150(17)  0,6571(35)  0,0686
C6 0,10713(80) 0,2996(18) 0,7766(31) 0,0686
NS 0,16977(62)  0,6793(16)  0,7725(38)  0,0686
C9 0,22936(68) 0,6310(18) 0,4059(40) 0,0686
C10 0,02030(75)  0,4907(16)  0,8401(34)  0,0686
c13 0,06123(77)  0,2754(20)  0,9644(37)  0,0686
C16 0,18777(79)  0,7983(20)  0,7833(36)  0,0686
C20 0,01071(67)  0,3435(18)  0,8693(30)  0,0686
C25 0,16876(94)  0,8849(23)  0,9793(50)  0,0686
C29 0,18877(73)  1,0053(21)  1,0433(39)  0,0686
S30 0,11691(27)  0,84708(57) 1,1769(12)  0,0686
c31 0,16169(89)  1,0575(24)  1,2513(36)  0,0686
C33 0,12020(71)  0,9809(19)  1,3390(33)  0,0686
H1 0,12801(98)  0,4767(17)  0,9177(37) 0,08232
H2 0,05798(71)  0,4846(17)  0,4961(35) 0,08232
H3 0,07398(71)  0,6068(17)  0,6571(35) 0,08232
Ha4 0,13790(80)  0,2554(18)  0,8355(31) 0,08232
H5 0,09690(80)  0,2650(18)  0,6110(31)  0,08232
H6 0,21390(68)  0,6529(18)  0,2440(40)  0,08232
H7 0,25130(68) 0,7022(18) 0,4593(40) 0,08232
H8 0,25220(68)  0,5563(18)  0,3990(40)  0,08232
H9 .0,01158(75)  0,5320(16)  0,7749(34)  0,08232
H10 0,02702(75)  0,5273(16)  1,0093(34)  0,08232
H11 0,06993(77)  0,3076(20)  1,1313(37)  0,08232
H12 0,05393(77)  0,1825(20)  0,9791(37)  0,08232
H13 0,21349(79)  0,8278(20)  0,6612(36)  0,08232
H14 0,00072(67)  0,3089(18)  0,7041(30)  0,08232
H15 -0,01838(67)  0,3283(18)  0,9866(30)  0,08232
H16 0,21661(73)  1,0476(21)  0,9575(39)  0,08232
H17 0,17230(89)  1,1382(24)  1,3375(36)  0,08232
H18 0,09681(71)  1,0070(19)  1,4811(33) 0,08232
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b
Figura 1IV.23 — (a) Cela unitaria de LASSBIio-1733 (b) evidenciando as

interacdes intermoleculares de carater mais fraco (em vermelho), com
distancias menores que a soma do raio de van der Waals. Pode-se sugerir que

estas interacdes contribuem para a organizacdo das moléculas ao longo da
rede cristalina.
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Figura 1V.24 — Destaque para provavel interacdo do tipo 7zstacking envolvendo
a funcdo NAH e a tiofenila, com o comprimento das ligacdes N(3)-S(30) =
3,76(2) A e N(8)-S(30) = 3,80(2) A.

H4, ainda, que se ressaltar que este composte diéeseu precursor, LASSBIo-
1515, quanto ao comportamento no estado sélido. SIBA&1515 possui uma
conformacéo estendida, onde o hidrogénio amidit® ®sma relacdo antiperiplanar
com a carbonila da funcdo NAH, enquanto que o catopdmetilado, LASSBIi0-1733
possui conformacdo dobrada, com a metila amidica relacdo sinperiplanar a
carbonila. Esta diferenca pode ser visualizadaignar& IV.25.

Como foi sugerido, &-metilacdo parece atuar no deslocamento do edqailibr
conformacional através de aspectos estéricos emilats. Isto porque o0 composto
LASSBIo-1733, diferente de LASSBIi0-1515, apreseataforma s-trans amidica,
preferencial em fase sélida, em relacéo a funcasl N#ssivelmente devido ao efeito
estérico daN-metilacdo. Além disso, como ja citado, este congpbsmetilado, néo
realiza interacdes por ligacdo de H, apresentandweste interacdes intermoleculares
de carater apolares. A partir desta informacadorhemendo o fato que as interagfes
intermoleculares estdo intimamente relacionadas omertas propriedades dos
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compostos, chama a atencao o diferente ponto de fusservado para LASSBio-1733
em relagdo a LASSBIi0-1515.

O derivadoN-metilado, possui baixo ponto de fusédo, na faixa6@e64 °C
(LASSBI0-1733), enquanto seu precursor Nametilado possui ponto de fusédo de 209-
211 °C (LASSBIO-1515}. A substituicdo do hidrogénio amidico pela mefitaece
contribuir para a diminuicdo da intensidade dasragdes intermoleculares que sdo
responsaveis por propriedades fisicas dos matekaiende-se que a medida que a
intensidade das interacdes intermoleculares aumbeataima maior organizacdo do
sistema com a proximidade intermolecular. Portaptalemos esperar que o ponto de
fusdo, por exemplo, seja maior para aquelas subatimue possuam interacdes
intermoleculares mais fortes e espera-se pontoudaof menor para aquelas com
interacdes intermoleculares mais fracas. Nesteegtmta perda de um sitio doador e
aceptor de H, importante para interagdes do tigacio de hidrogénio de LASSBIo-
1733, restringe o potencial de interacdes interoutdees, desorganizando o sistema,
favorecendo o afastamento entre moléculas resalt@nd um ponto de fusdo mais

baixo quando comparado com LASSBio-1515.

0 ponto de fuséo destes compostos foram determsnach um aparelho Quimis modelo Q340.23 no
LASSBIio-UFRJ por Tiago Fernandes da Silva (SILVA12).
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LASSBio-1515

Figure 1V.25 — Quanto aos aspectos estruturais, em fase solida, a N-metilacdo de LASSBio-1515 levou a um dobramento na
conformacéao de LASSBio-1733.
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CAPITULO V

V — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho permitiu a derteminacdo dautestr cristalina de cinco
compostos candidatos a prototipo de novos farma€ete objetivo foi alcancado
usando dados de difracdo de raios X por policgstaisto que para 0s compostos
LASSBIi0-129, LASSBIi0-1515, LASSbio-1601 e LASSSHi®833 nédo foi possivel a
preparacdo do monocristal de tamanho, qualidadgadikdade suficientes ao estudo

por monocristal.

O LASSBI0-294 foi o composto usado para validaanica frente aos compostos
do Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de SubstanciaatiBas (LASSBIo), pois até
entdo a técnica de DRXP nao havia sido aplicada gaestudos de cristalografia dos
compostos do referido laboratorio. Como o LASSB¥-2¢ um composto bem
conhecido e amplamente estudado no LASSBIo e jealsdo objeto de avaliagédo por
cristalografia de raios X por monocristal (KUMMERI€E al, 2009), a comparagdo
entre as técnicas foi feita e entdo evidenciad@hbilade do uso da DRXP como
ferramenta para o estudo estrutural de outros atbysN-acilidrazonicos sintetizados
no LASSBIo.

A difracdo de raios X por policristais mostrou-seauferramenta importante na
determinacdo de estruturas cristalinas de compdstasilidrazénicos. Esta técnica
permitiu a inequivoca caracterizacdo da diastevewdsia E dos compostos em fase
sélida, provendo informacgGes para um entendimendgs raompleto em relacdo as
propriedades farmacodinamicas e fisico-quimicangesmos. Ademais, a determinacéo
estrutural através da DRXP porporcionou a obseovdedcela unitaria dos compostos,
informacgdes estas que permitiram inferir quantegamizacdo minima das moléculas e
também visualizar interacdes intermoleculares deddtros possiveis tipos interacoes,
de carater secundario, que contribuem para a f@wonap agregado cristalino dos
compostos avaliados. Ha que se destacar que a partiandlise das interacbes
intermoleculares observou-se que a diminuicdo ddopde fusdo de LASSBI0-1733,
em relacdo a LASSBIi0-1515, pode estar relacionada & introducdo da metila em

lugar do hidrogénio amidico, o que parece elimipossibilidade de que essa molécula
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faca interagbes intermoleculares mais fortes comoda ligacdo de H, e assim

promoveria tal fato.

O presente trabalho logrou éxito ao fornecer infpdes estruturais relevantes no
gue tange aos aspectos conformacionais de compeéids Todas essas informacoes
contribuem para uma melhor compreenséo da relasatiea-propriedades e podem
ser agregadas também a estudos futuros visandoindzagdo das atividades

farmacoldgicas destes compostos.

Pretende-se, ainda, continuar aplicando a técraadifthcdo de raios X de p6 na
univoca caracterizacdo dos compostos bioativoejadas e sintetizados no LASSBIo.
Ademais, a elucidacéo da estrutura cristalina geesentantes das classes: ciclopentil-
N- acilidrazbnicos, ciclobutiN-acilidrazénicos, ciclopropiN-acilidrazénicos (Figura
V.1) com o objetivo de confirmar de forma inequizoa diastereoisomerig dos
compostos cicloalquiN-acilidrazonicos, para uma melhor compreensado ddil pe

farmacodinamico destes, ja estd em andamento.
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Figura V.1 - Representantes das classes ciclopentil-N-acilidrazénicos, ciclobutil-

N-acilidrazonicos, ciclopropil-N-acilidrazénicos que poderéo ser elucidados em

trabalhos futuros.
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