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Resumo

Um processo crucial na formacao de solidos organicos e que define a estrutura
final do composto € a cristalizagdo. Este ¢ um processo pouco compreendido e, como
consequéncia, as suas caracteristicas e particularidades ndo sdo completamente
controladas. Para a sua melhor compreensdo, pode-se recorrer a métodos de Dindmica
Molecular de forma a extrair informagao microscopica sobre as estruturas obtidas através
de um determinado método de sintese, do qual, ao serem sistemas gerados de forma
computacional, s3o conhecidas as suas caracteristicas.

Estudos anteriores mostraram que € possivel preparar formas cristalinas diferentes
da desidroepiandrosterona (DHEA) a partir de solugdes de tetrahidrofurano (THF),
através do controlo da velocidade de evaporagdo de solvente. Em concreto, se o solvente
for removido da solucdo rapidamente utilizando vacuo ¢ obtida a forma II, enquanto um
processo lento realizado em condi¢des ambiente, permitindo a absorcdo de agua da
atmosfera, leva a obtengdo de uma mistura de um hidrato com a forma I. Dado que o
mecanismo envolvido neste processo ¢ desconhecido, pois sao obtidas formas anidras
distintas usando os dois procedimentos, neste trabalho foram utilizadas simulac¢des de
Dinadmica molecular para estudar dito processo de cristaliza¢do. Para realizar este tipo de
simulagoes, ¢ preciso aplicar um campo de forcas adequado que permita descrever de
forma efetiva as interacdes entre as moléculas. A validagdo do campo de forcas pode ser
realizada pela comparacdo dos valores experimentais e os obtidos através das simulacdes.
Neste caso, utilizaram-se os parametros de malha das estruturas cristalinas do composto
e dados de entalpia de sublimagao. No trabalho realizado foi aplicado o campo de forcas
OPLS-AA, e pode-se concluir que este permite prever os parametros de malha de todos
os polimorfos conhecidos da DHEA com um desvio inferior a 2.2 % relativamente aos
dados experimentais, obtendo-se também diferencas inferiores a 5.1 kJ-mol'entre as
entalpias de sublimagao experimentais e tedricas. Estes valores indicam que o OPLS-AA
¢ um campo de forgas eficaz para a descri¢ao de sistemas contendo moléculas de DHEA.

De forma a estudar o processo de cristalizagdo, foram realizados uma série de
estudos de solu¢cdes de DHEA em THF com diferentes concentragdes, na presenca € na
auséncia de agua, para assim analisar o efeito desta possivel “impureza” no resultado da
cristalizacdo. Os resultados das simulagdes foram entdo investigados quanto a existéncia

de estruturas formadas por moléculas de soluto, € como o tamanho destas estruturas varia



com a composicao da solucao. Os dados obtidos através desta analise mostraram, no
entanto, que ndo existem alteragdes significativas nos resultados quando hé presenga de
agua em solucdo ou quando esta estd ausente. Para além do estudo anterior, a organizagdo
local das moléculas de soluto foi ainda investigada quanto a sua orientacao relativa, e os
resultados obtidos foram comparados com resultados equivalentes calculados para as
fases anidras I e II. Neste caso, verificou-se que em ambas as situacdes, a medida que a
concentragdo da solugcdo aumenta (processo equivalente ao de uma experiéncia de
cristalizacdo por evaporagao de solvente), a orientagdo das moléculas evolui no sentido
da observada na forma II para a observada na forma I. No entanto, este processo parece
ser mais rapido na presenca de moléculas de d4gua. Assim, os resultados obtidos sugerem
que, possivelmente, a obtencao de cristais da forma II quando a evaporacao de solvente é
feita em vacuo (evitando a absorcdo de agua pela solucdo) resulta da prevaléncia de

moléculas com este tipo de organizacao durante a cristalizacao.
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Abstract

One of the most important process in the formation of organic solids and which
defines the final structure of the compound is crystallization. This is a poorly understood
process and, as a consequence, its characteristics and particularities are not completely
controlled. For a better understanding, Molecular Dynamics methods can be used to
extract microscopic information about the structures obtained through a certain synthesis
method, whose characteristics are known, as they are computationally generated systems.

Previous studies have shown that it is possible to prepare different crystalline
forms of dehydroepiandrosterone (DHEA) from tetrahydrofuran (THF) solutions by
controlling the rate of solvent evaporation. Specifically, when the solvent is removed
from the solution quickly using vacuum, form II is obtained, while a slow process under
ambient conditions (allowing the absorption of water from the atmosphere) leads to
obtaining a mixture of a hydrate with form I. The mechanism involved in this process is
unknown, because different anhydrous forms are obtained using the two procedures.
Therefore, in this work, Molecular Dynamics simulations were used to study this
crystallization process. To perform this type of simulation, it is necessary to apply a valid
force field that allows to describe effectively the interactions between the molecules. The
validation of the force field can be performed by comparing experimental values with
data obtained through simulations. In this work, lattice parameters of the crystal structures
of the compound and enthalpy of sublimation data were used. To perform this work, the
OPLS-AA force field was applied, and using this model, it is possible to conclude that it
allows to predict the lattice parameter of DHEA polymorphs successfully. The obtained
deviation for the lattice parameters is lower than 2.2% from the experimental data, while
the differences between experimental and theoretical sublimation enthalpies was less than
5.1 kJ-mol™. These values indicate that OPLS-AA is an effective force field for describing
systems containing DHEA molecules.

Aiming to analyze the crystallization process, some studies of DHEA solutions
with different concentrations of THF, in the presence and absence of water, were
performed, to explore the effect of this possible “impurity” on the crystallization result.
The simulation results were investigated to examine the existence of structures formed
by solute molecules, and how the size of these structures changes with the composition

of the solution. The data obtained through this analysis showed that there are no



significant changes in the results for the solutions with and without water. Additionally,
the local organization of solute molecules was investigated related to the relative
orientation, and the results obtained compared with equivalent results calculated for
anhydrous phases I and II. In this case, it was found that in both cases, as the concentration
of the solution increases (a process equivalent to that of a crystallization experiment by
solvent evaporation), the orientation of the molecules evolves from the structure observed
in the form II to that observed in form I. However, this process appears to be faster in the
presence of water molecules. Thus, the results obtained suggest that, possibly, obtaining
form II crystals when solvent evaporation is carried out in a vacuum (avoiding the
absorption of water by the solution) results from the prevalence of molecules with this

type of organization during crystallization.
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1 — Introducio

O polimorfismo € uma caracteristica que apresentam muitos compostos organicos
e que tem grande importancia para a induastria da quimica fina, em particular para a
indtstria Farmacéutica. Este fendmeno, consiste na capacidade de um composto para
poder cristalizar sobre a forma de mais do que uma fase cristalina, isto ¢, com
empacotamentos diferentes.! Estas diferencgas estruturais, conferem propriedades fisicas
distintas (por exemplo, cor, temperatura de fusio, solubilidade e biodisponibilidade) >* a
cada uma das formas polimorficas, sendo considerados muitas vezes como materiais
diferentes. > Uma realidade muito importante e determinante no polimorfismo é que
diferentes formas polimodrficas podem habitualmente coexistir sobre as mesmas
condigdes de pressdo e temperatura e, com o tempo, podem reverter para a forma
termodinamicamente mais estavel.® O controlo do polimorfismo em substancias solidas
tornou-se assim uma questao fulcral para a industria dado o seu impacto na produ¢ao, na
estabilidade, no prazo de validade e até no patenteamento de, por exemplo, compostos
ativos farmacéuticos.’

O exemplo mais conhecido relacionado com o acontecimento de variagdes nas
propriedades fisico-quimicas em compostos ativos farmacéuticos ¢ o do composto
antiviral Ritonavir. Este fArmaco ¢ um inibidor da protéase antirretroviral e ¢ utilizado em
combinac¢do com outros inibidores similares para o tratamento de pessoas com infe¢ao
por VIH-1 e doentes de SIDA. ® O farmaco foi comercializado inicialmente numa
formulagdo que consistia numa capsula contendo uma solug@o saturada do composto.
Dois anos depois do inicio da sua comercializagdo surgiu uma nova forma
termodinamicamente estavel e substancialmente menos soluvel. Por esta razdo, testes
rotineiros de solubilidade do farmaco deixaram de ser positivos, inviabilizando a
utilizagdo da formulagdo inicial, o que provocou uma paragem na producdo até a
reformulagio do medicamento. °

As estruturas cristalinas dos solidos, sdo descritas através de uma unidade basica
repetitiva da estrutura tridimensional, que € a célula unitaria. Este elemento, por sua vez,
¢ descrito por meio dos pardmetros de malha, que sdo grandezas que se referem a trés
comprimentos (a, b e c) e trés angulos (a, f ¢ y), relativos ao paralelepipedo ou prisma

que forma a célula unitaria. '° Na Figura 1, apresenta-se a estrutura de uma célula unitaria



Figura 1: Esquema de uma célula unitaria com a identifica¢do dos parametros de malha.

com a designagdo de cada um dos pardmetros de malha referidos. E importante perceber
que a estrutura do sistema cristalino tem uma estreita relagdo com o polimorfismo: as
formas polimorficas existentes para um determinado composto, apresentam diferengas
nos parametros de rede e consequentemente diferencas no arranjo, empacotamento e até
conformagdo molecular.'!!

Como referido, hd um grande interesse da indistria no estudo dos sodlidos
organicos (e.g. compostos farmacéuticos ativos), € na aplicacao de métodos tedricos para
a investigacao de fendmenos como o polimorfismo e o processo de formagdo destes
materiais a partir de solugdo. '>!3 De facto, o conhecimento atual sobre como os cristais
se formam em solu¢gdo ¢ muito limitado, o que, tal como ja mencionado, leva
frequentemente a problemas relacionados com o polimorfismo durante as etapas de
producdo de cristais por cristalizacdo. Neste ambito, os métodos tedricos permitem
ultrapassar as limitagdes técnicas na investigacao dos processos de cristalizacdo e facilitar
a obtencdo de informagdo microscopica e energética relativa 4 forma como as moléculas
se juntam para formar um cristal. !4 Desta forma, podem ser utilizadas simula¢des de
dindmica molecular (MD), onde campos de forga sao usados para descrever as interagdes
entre as moléculas em solugdo. '317 Assim, se obtermos uma compreensio detalhada do
processo de cristalizacdo, serd possivel alcangar um controlo sobre as fases sélidas que
podem ser produzidas através de ditos processos. Neste trabalho, foram utilizadas este
tipo de simulagdes computacionais para o estudo do polimorfismo e do processo de

cristalizacdo da molécula desidroepiandrosterona (DHEA; Figura 2).
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Figura 2: Estrutura molecular da desidroepiandrosterona.

A desidroepiandrosterona, vulgarmente conhecida por prasterona, ¢ uma hormona
produzida no corpo humano que atua como precursor das hormonas masculinas
(andrégenos) e femininas (estrogenos). Esta hormona ¢ o principal esteroide C19
produzido pelo cortex adrenal, e em pequenas quantidades pelo testiculo e o ovario. '® A
producdo natural deste esteroide no corpo humano diminui gradualmente com a idade e
estd demonstrado que a presenca do mesmo no organismo tem diversos efeitos
fisiologicos. Por este motivo, a pesquisa e o interesse pela utilizacdo de suplementos de
DHEA estd em constante crescimento. A DHEA ¢ normalmente comercializada como
suplemento dietético de venda livre e existem estudos que confirmam alguns dos
beneficios da sua utilizago tanto em mulheres como em homens. '° Um estudo realizado
de forma aleatdria a homens e mulheres com idades superiores a 55 anos afirma que uma
suplementagdo diaria de DHEA aumenta a densidade mineral 6ssea na coluna lombar nas
mulheres e diminui significativamente a massa gorda nos homens. 2

Até o momento, foram isolados e caracterizados por difragdo de raios-X de cristal
unico, espectroscopia de IV e calorimetria diferencial de varrimento, cinco polimorfos
(designados como forma I, II, III, VI e VII), trés monohidratos (S2, S3 e S5), um hidrato
com estequiometria 4:1 (S1), e um solvato de metanol (S4). 2! A Tabela 1 apresenta as
diferentes estruturas cristalinas da DHEA, com o correspondente grupo espacial, a
temperatura a qual foi sintetizada cada estrutura, e o codigo de registo na base de dados
da Cambridge Structural Database (CSD). >A FI ¢é considerada a forma mais estavel e a

as FII e FIII foram consideradas metaestaveis.?'23



Tabela 1: Estruturas cristalinas conhecidas da DHEA com a especificacao de algumas
caracteristicas.

Forma | Cédigo CSD | Grupo | T/K alA b/A c/A al® B° y/° | Ref.

FI ZOYMOP P2, 295 | 6.208 44.437 6.27 90 107.1 90 2
FII | ZOYMOPOI | P2,2,2; | 295 | 6.641 11.442 | 22.085 | 90 90 90 2
FIII | ZOYMOPO7 P2, 295 | 14.534 10.379 11.825 | 90 | 111.56 | 90 3
FVI | ZOYMOPO02 P2, 295 | 6.178 21.797 6.288 | 90 | 106.90 | 90 26
FVII | ZOYMOPO06 P2, 295 | 13.105 5.903 10.829 | 90 | 97.64 90 %
ST ZOYMUV C2 295 | 22.698 7.331 20.241 | 90 | 93.01 90 A
S2 VEFPUR P2,1242; | 295 | 22.545 | 22.673 6.819 | 90 90 90 z
S5 VEFPURO1 | P2,2,2y | 295 | 22.506 11.197 6.809 | 90 90 90 %
S4 ZOYNAC C222; | 295 | 6.760 12.558 41.00 | 90 90 90 B

Este trabalho foi enquadrado num estudo experimental realizado recentemente no
laboratorio de Energética Molecular do Centro de Quimica Estrutural do Departamento
de Quimica e Bioquimica da FCUL. Nesse trabalho, foi investigado o efeito do
polimorfismo nas propriedades fisico-quimicas da DHEA, e como diferentes condi¢des
de cristalizagio influenciam a produgio de cada forma. > Com base nos dados obtidos na
investigacdo referida, verificou-se que a cristalizagdo do composto a partir de
tetrahidrofurano (THF), leva a precipitacdo de polimorfos diferentes quando o processo
de preparacdo do composto envolve uma evaporagdo lenta ou rapida do solvente. Em
concreto, a evaporagao lenta do solvente leva & precipitacao da forma I com vestigios do
hidrato S2, enquanto que a remocao rapida do THF sob condi¢des de vacuo, permite obter
cristais da forma II. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi, utilizando métodos de
dinamica molecular, investigar os possiveis mecanismos por trds deste comportamento.
Em concreto, estudar a razao que leva a precipitacao da forma I ou II da DHEA quando
sdao usados processos de evaporacao diferentes. Dado que o THF ¢ higroscopico ¢ a
cristalizagdo por evaporagdo lenta de solvente foi realizada em condi¢des ambiente,
estando a solugdo em contacto com o ar durante varios dias, € expectavel que esta possa
absorver grandes quantidades de vapor de agua presente no ar. Por esta razao, foi detetada
a presenca do hidrato S2 na amostra precipitada. Assim, neste trabalho foi avaliado se a
presenca de agua na solucdo pode originar alteracdes na organizagdo das moléculas de
soluto, levando a precipitagdo de um polimorfo diferente relativamente a um processo de

cristalizacdo onde a d4gua nao esta presente.



1.1 — Fundamento teorico da Dinamica Molecular:

Como mencionado, neste trabalho foram utilizados métodos tedricos para analisar
e estudar o polimorfismo e as solugdes da DHEA. Mais concretamente, foram utilizadas
simulagdes de Dindmica Molecular para investigar a influéncia de diferentes aspetos
relacionados com o processo de cristalizagcao desta molécula.

Os métodos de Dindmica Molecular, permitem estudar os movimentos
moleculares numa escala de tempo, tipicamente, dos nano— aos microssegundos, usando
caixas de simulacdo com alguns nanometros de lado. Como resultado, ¢ obtida uma
trajetoria das moléculas em funcao do tempo que, apos ser analisada, permite estudar e
determinar as propriedades da matéria. '’

Para realizar este tipo de estudos, define-se um potencial que descreve os dtomos
com duas perspetivas: uma intramolecular (Uinsa) que explica como os atomos interagem
dentro de uma molécula, e outra intermolecular (Uiner) que trata das interacdes entre
atomos nao ligados por ligagdes quimicas (e.g. entre moléculas diferentes), de forma que

a energia interna do sistema, U, ¢ dada por:

U = Uint er + Uimra (1)

Neste trabalho, foi utilizado o campo de forcas OPLS-AA 23 para descrever as
interacdes entre as moléculas. Este campo de forcas foi especificamente desenvolvido
para descrever moléculas organicas em fase liquida, ?* tendo sido demonstrado
recentemente que também permite modelar o comportamento de sélidos com alguma

eficiéncia. 2° O campo de Forgas OPLS-AA ¢ definido pelas expressdes de potencial:

ligagoes kr i dngulos ) diedros 3 I/ni' n
U = 2, =201 =1, 0+ D =50y =6, )+ D D =21+ (=1)"" cos(ngy,)]
. 2 a2 ikl n=1 2
(2)
12 6

o. o, q,4;

U - ac || % | _| %] |, 4595 3)
inter Z; ij ( n_j J ( l/;'j Z; 472'807’;-1»



As componentes da equacao 2 correspondem as interagdes intramoleculares, onde
as ligacdes e os angulos sdo descritos por um oscilador harmoénico, sendo k;.,;; a constante
de for¢a da ligacdo, ko« a constante de forca do angulo, 7;; e 6« a distdncia e angulo ao
qual estd um determinado atomo e r,,; € O, € a distancia e o angulo de equilibrio entre
os atomos. O terceiro termo na equagao 2 representa a rotagao dos diedros, que consiste
na descri¢do do movimento natural de rotacdo ao longo dum eixo por parte dos atomos
que se encontram ligados. Este movimento ¢ descrito por uma série de Fourier que se
baseia num somatério de cossenos, onde @ji € o dngulo diedro entre os dtomos 7, j, ke /,
e Vauiju € a constante de Fourier.

A equacdo 3 permite calcular as componentes de interacdo intermoleculares,
considerando potenciais de interagdes de Van der Waals e de Coulomb. O primeiro termo
consiste numa equagdo de potencial de Lennard-Jones, que descreve as interagdes
repulsiva e atrativa que existem entre duas particulas a uma determinada distancia. Com
este tipo de potencial podemos confirmar a existéncia de uma grande repulsao a distancias
muito pequenas, a existéncia de uma distancia ideal para ambas particulas e a diminui¢ao
de energia de interagdo a medida que as particulas se distanciam. Neste termo, &; € o;; sao
a energia minima e a dimensdo do atomo a potencial nulo respetivamente. No caso da
descrig¢ao do potencial de Coulomb, ¢ determinado considerando duas cargas pontuais (g;

e g,) centradas no niicleo dos dois 4tomos.>°



2 — Métodos

As simulagdes de Dinamica Molecular foram realizadas utilizando diferentes
programas. O critério de escolha usado na selecdo de cada programa foi uma combinacao
entre a analise do tempo de calculo e as capacidades dos métodos implementados em cada
software. O trabalho foi dividido em duas partes: a primeira consistiu na validagdo do
campo de for¢as no que toca a sua capacidade de simular as propriedades da DHEA em
fase cristalina, e a segunda compreendeu o estudo das solu¢des deste composto em THF,

de forma a investigar o processo de cristalizagdo da DHEA.

2.1 — Validacdo do Campo de Forcas

Como referido na secao anterior, foi utilizado o campo de forcas OPLS-AA para
definir uma parametrizacdo que permitisse descrever o movimento dos atomos na
molécula de DHEA que se pretende estudar. A validagdo do campo de forcas foi realizada
através de uma série de simulagdes com o programa LAMMPS, 3! usando ficheiros input
criados com o software DLPGEN. 3 Estas simulagdes foram efetuadas tendo em conta
os dados de raios-X de cristal unico existentes na CSD (Tabela 1). 2

Para chegar ao valor de entalpia de sublimac¢do molar padrao da DHEA, foram
realizados dois tipos de simulagdes distintos com o objetivo de obter a energia interna da
molécula de DHEA para os diferentes polimorfos e também a energia interna para uma

molécula isolada na fase gasosa.

2.1.1 — Simulac¢oes em fase cristalina

Para a realizagdo deste conjunto de simulag¢des, foram empilhadas varias células
unitarias ao longo dos eixos de forma a obter caixas de simulagdao de aproximadamente
40 A de lado. Existem dois polimorfos que apresentam duas moléculas de DHEA na
unidade assimétrica e também existem determinadas operacdes de simetria presentes na
estrutura de cada polimorfo. E necessario ter em consideragio esses aspetos na preparagio
das simulagdes e na especificacdo das caracteristicas de cada sistema. Os aspetos mais

relevantes das caixas de simulagdo utilizadas sdo apresentados na Tabela 2.



Tabela 2: Caracteristicas estruturais das caixas de simulacao utilizadas nos calculos.

Forma Codigo CSD | Repeticdes | Numero de operagdes | Numero de moléculas | Numero de moléculas
polimorfica (xxyxz) de simetria na unidade assimétrica | na caixa de simula¢do
I ZOYMOP 7x1x7 2 2 196
I ZOYMOPO1 | 6x4x3 4 1 288
111 ZOYMOPO7 | 3x4x4 2 2 192
VI ZOYMOPO02 | 7x2x7 2 1 196
Vil ZOYMOPO6 | 3x7x4 2 1 168

As simulagdes dos cristais foram efetuadas a partir destas caixas de simulacao em
dois passos: uma equilibragao prévia do sistema e a posterior simulacao final dos cristais.
A etapa de equilibragdo consistiu numa rampa de temperatura onde o sistema ¢ aquecido
desde os 10 K até aos 298.15 K, durante 1 ns. A simulagdo em si, foi realizada na etapa
de producdo, que consistiu na manuten¢do do sistema a 298.15 K e a 1 bar durante 1 ns,
e onde as propriedades médias do sistema foram calculadas. Em ambos os casos, foi
utilizado um tempo de passo de 2 fs. As condi¢des de pressdo e temperatura foram
controladas através de um barostato anisotropico e de um termostato Noose-Hoover,
usando constantes de relaxamento de X e Y ps, respetivamente ** .

Como ¢ natural e habitual neste tipo de simulagdes, para o controlo das interagdes
intermoleculares foi estabelecido um raio de corte, que consiste na definicio de uma
distancia a qual se assume que existem interagdes da molécula em estudo com a sua
vizinhanga. Desta forma, ¢ possivel reduzir o nimero de interagdes que serdo
contabilizadas para os céalculos de energia; pois estd a ser estudada a interacdo de uma
molécula com as restantes no sistema e com a imposi¢do de um raio de corte evita-se o
calculo de todas as interagdes existentes no sistema. O raio de corte estabelecido para as
simulag¢des realizadas foi de 15.0 A, sendo que no caso das interacdes de Coulomb, as

que acontecem para além deste limite foram calculadas considerando corregdes de Ewald.

2.1.2 — Simula¢oes em fase gasosa

Para a realizagdo deste passo, foi situada uma unica molécula de DHEA numa
caixa cubica com 1000 A de lado, de forma a determinar o valor da energia interna da
molécula num gas ideal. Dado que independentemente do polimorfo estudado a fase
gasosa do composto ¢ sempre a mesma, a energia obtida serd igual seja qual for a forma

cristalina em estudo.



Para além das modificagdes na caixa, também foi preciso alterar algumas das
condi¢des da simulagdo, nomeadamente: (i) aumento do tempo de simulagdo para 10 ns;
(i1) eliminagdo das corre¢des de Ewald através do estabelecimento de um raio de corte de
50 A, que permite contabilizar todas as interacdes entre os dtomos do sistema; e (iii)
utilizacdo apenas de um termostato Noose-Hoover, de forma a realizar a simulacao
considerando um conjunto candnico isotérmico-isocorico (com quantidade de substancia,
temperatura e volume constante, NV'T)** . Para além disso, dado as limitagdes estatisticas
relacionadas com a simulagdo de apenas uma molécula na caixa, foram realizadas 20

simulagdes para obter um valor médio de energia interna.

2.2 — Simulacoes das solucoes de DHEA

Para a realizacdo das simulagdes da DHEA em solu¢do de THF foram encontrados
alguns problemas iniciais. Experimentalmente, o processo de cristalizacdo que se
pretendeu estudar envolve a evaporacao de solvente, acontecimento que nao ¢ possivel
reproduzir numa simulacdo de dinamica molecular. Para além disso, nos estudos
reportados, ndo se conhece a concentragdo inicial da solucdo, assim como a quantidade
de agua que ¢ absorvida pelo THF durante o processo de cristalizagdo realizado a
temperatura ambiente.

Para construir as caixas de simulagdo, foram consideradas duas situa¢des onde se
investigaram solugdes com e sem agua. De forma a determinar a quantidade inicial de
agua no THF, foi identificada uma concentragdo de dgua tipicamente presente num
solvente de elevada pureza de THF. Neste caso verificou-se que o solvente
comercializado pela Merk apresentava uma quantidade de dgua de ~0.005% (m/m).>*
Desta forma, considerou-se arbitrariamente que o processo de cristalizagdo parte de uma
solugdo diluida de DHEA com fragdo molar de xpuea = 0.005, contendo 0.005%(m/m) de
agua. Para avaliar o processo de evaporagdo, foram entdo consideradas duas solugdes
adicionais mais concentradas (xpuea = 0.015 e xpuea = 0.022), de forma a verificar como
o aumento de concentragdo causado pela evaporacdo do solvente, influéncia a
organizagdo das moléculas em solucdo. Relativamente a quantidade de 4gua, considerou-
se o caso limite em que o nimero de moléculas de 4gua inicialmente presente em solugdo
se mantém constante, isto €, ndo existe absor¢do adicional de 4gua durante o processo de

evaporagdo. Para comparagdo, foram ainda consideradas solu¢des com a mesma fragdo



molar de DHEA, mas neste caso em auséncia de agua. As composigoes consideradas neste

trabalho estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Descri¢ao do numero de moléculas de DHEA, THF e agua para cada solugao
construida para a realiza¢do das simulac¢des em estado liquido.

Tipo de solugdo XDHEA Moléculas Moléculas de Moléculas de
de DHEA THF agua
Sem agua 0.005 60 11800 0
0.015 60 3950 0
0.022 60 2640 0
Com agua 0.005 60 11800 236
0.014 60 3950 236
0.020 60 2640 236

A configuracdo inicial das caixas de simulacdo foi obtida através de uma
distribuicao aleatoria das moléculas, de forma a obter uma densidade inicial do sistema
de 0.5 g-em™. Seguidamente, foi realizado um processo de equilibragdo, que consistiu na
realizagao de varias simulagdes com uma duragao de 2 ns onde a temperatura e a pressao
foi modificada sequencialmente, até obter uma solucao com densidade aproximadamente
constante a temperatura final de 298.15 K e a pressdo de 1bar. Com este passo realizado,
foi possivel realizar a simulagdo final com 50 ns, onde a configuragdo do sistema foi
guardada a cada 1000 ps. Um passo de 2 fs foi utilizado em todas as simulagdes. Neste
caso, a temperatura foi regulada com um termostato Nose-Hoover (constante de
relaxamento de 1 ps), ** e para a regulacio da pressio recorreu-se a um bardstato
Parrinello-Rahman (constante de relaxamento de 5 ps).

Na realizacio destas simulagdes, foi utilizado o campo de forcas OPLS-AA ¥ para
modelar o THF e a DHEA, e o modelo TIP4P-2005 ¢ foi o considerado para as moléculas
de agua.

Analogamente as simulacdes em fase cristalina e em fase gasosa, foi utilizado o
software DLPGEN 32 para a obtencdo dos ficheiros input, tendo-se utilizado, no entanto,
o programa PACKMOL * para obter a configuracio das caixas de simulagio iniciais. Por

sua vez, as simulagdes foram realizadas utilizando o programa GROMACS.
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2.2.1 — Analise da Estrutura da Solucao

Para analisar os dados obtidos através das simulagdes anteriores foi utilizado o
programa AGGREGATES. *° Este, analisa os ficheiros de trajetéria obtidos a partir das
simulacdes de Dinamica Molecular e fornece dados sobre a formagao de estruturas
(agregados moleculares), a organizagdao ¢ a conformacao molecular dos sistemas em
estado solido e liquido.

Foram realizados neste trabalho os seguintes estudos: (i) avaliacao da distribuicao
do tamanho de agregados de DHEA que se formam em solugdo; e (ii) andlise da
orientagdo relativa das moléculas nos agregados.

Para realizar a analise dos agregados, foram avaliadas as distancias entre as
moléculas de DHEA de forma a verificar se duas moléculas se encontram em contacto.
Para isso, considerou-se que dois &tomos estavam em contacto se a sua distancia fosse
menor que a soma dos seus raios de van der Waals mais 0.5 A. Com base nesta analise,
foi possivel calcular a probabilidade de encontrar um agregado composto por um
determinado nimero de moléculas. Para além disso, foi ainda calculado o nimero médio
de vizinhos que tem cada molécula de DHEA em funcdo do tamanho do agregado, de
forma a avaliar o nivel de aglomeracao das moléculas.

Para o estudo da orientagao relativa das moléculas foram calculadas funcoes de
distribuicdo combinadas. Para isso, correlacionou-se a distancia entre duas moléculas
adjacentes, medida como a distancia D(C---C) entre dois atomos centrais da DHEA

(marcados a amarelo na Figura 3), com o angulo, ¢, formado entre os vetores v, definidos

para cada uma das moléculas com base nas posi¢des dos seus dtomos de oxigénio (ver
Figura 3). Estes estudos foram realizados para todas as solu¢des estudadas neste trabalho,
e a organizagdo observada foi comparada com resultados equivalentes calculados para as
formas cristalinas de interesse, nomeadamente a forma I ¢ II. A analise dos dados obtidos
através deste tipo de estudo foi realizada com o programa Origin 2018, *° que permite a

representacao grafica de distribui¢cdes com trés variaveis.
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Figura 3: Representacdo esquematica das variaveis consideradas no célculo das fungdes
de distribui¢do combinadas, mostrando os dtomos de carbono (marcados a amarelo)
usados para estabelecer a distancia, D(C---C), entre as duas moléculas de DHEA, e o vetor
calculado com base na posicdo dos atomos de oxigénio, de forma a estabelecer a
orientagdo relativa entre as moléculas.
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3 — Resultados e Discussao

3.1 — Validacdo do Campo de Forcas

Como mencionado na se¢do de Métodos, foram realizadas uma série de
simulagdes para avaliar se o Campo de Forgas OPLS-AA permite descrever corretamente

o comportamento da DHEA. Para o efeito, foram comparados valores de entalpia de

sublimacdo molar padrdo, A ,H;, e pardmetros da célula unitaria obtidos

sub
experimentalmente (Tabela 1), com resultados calculados com base no modelo usado
neste trabalho, para cada um dos polimorfos conhecidos.

Relativamente ao dados energéticos, estudos anteriores realizados por
Microcalorimetria Calvet no Laboratdrio de Energética Molecular do Centro de Quimica
Estrutural, permitiram determinar o valor da entalpia de sublimacao para a Forma I, sendo

esta A, H?° (I)= 132.5+2.6 kJ-mol”.** Dado que a entalpia de transigdo de fase entre os

sub
dois polimorfos ¢ conhecida com base em medidas de entalpia de dissolugdao como

A H (I-1)=-0.807 kI-mol” e A _H? (III-I) = —1.533 kJ-mol ™!, & possivel concluir

que A, H° (IT) = 131.7.542.6 kl-mol™ ¢ A_ H° (1) = 131.0+2.6 kJ-mol"' 2!

sub sub

Como mencionado anteriormente, com os resultados das simulagdes realizadas
em fase cristalina e em fase gasosa, ¢ possivel chegar ao valor da entalpia de sublimagao
molar padrao para cada polimorfo, através da expressao:

ALHS =U(g)-US(cr)+RT 4)

sub

onde U? (cr) € aenergia interna molar na fase cristalina, U? (g) € a energia interna molar

na fase gasosa, e RT=2.5 kJ-mol™!, é o termo de conversdo de energia interna para entalpia
assumindo um gas perfeito; onde R = 8.3144621 J-K\mol™! é a constante dos gases
perfeitos, e 7= 298.15 K ¢ a temperatura.

Os resultados obtidos a partir dos calculos mencionados acima (correspondentes
aos dados experimentais), assim como os valores das entalpias de sublimacgdo obtidos
com as simulacdes e as diferengas entre ambos, estdo apresentados na Tabela 3. Desta
forma, analisando os dados obtidos, verifica-se que as diferencas entre a entalpia
experimental e o valor de entalpia obtido através das simulagdes de dindmica molecular

sdo de 5.1, 0.4 e 4.4 kJ-mol™! para a forma I, II e III respetivamente. Os resultados obtidos
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com as simulac¢des apresentam valores muito proximos dos valores experimentais, o que
mostra que o campo de forgas aplicado ¢ eficaz na descri¢ao do sistema. Observando os
resultados, pode-se verificar que a ordem de estabilidade dos trés polimorfos ¢ diferente
para os valores experimentais e para os valores obtidos com as simulagdes: no caso dos
valores experimentais temos que FI>FII>FII, e no caso dos valores obtidos teoricamente
temos que FI>FIII>FII. Este facto pode ser detetado com uma questdo negativa para o
método teodrico utilizado mas, analisando os erros obtidos, pode-se concluir que o método
consegue descrever com uma efetividade significativa o que acontece experimentalmente.
Isto €, os erros obtidos com as simulagdes se encontram em perfeito acordo com os erros
correspondentes a determinacdo experimental, pelo que se pode confirmar que nos
encontramos no limite de sensibilidade do método tedrico utilizado e que este consegue

efetuar uma boa descricao do sistema.

Tabela 3: Resultados experimentais e simulados das entalpias de sublimacdo com a
respetiva comparacao de ambos.

Forma A, H’ experimental A H? simulada | Diferenca (9)
I 132.542.6 137.6+3.7 5.1
II 131.742.6 132.1£3.7 0.4
111 131.0£2.6 135.4£3.7 4.4
VI - 134.6+£3.7 -
Vil - 139.7+£3.7 -

Para além dos dados energéticos, com as simulagdes também foram obtidos os
valores dos parametros de malha de cada uma das células unitarias correspondentes a
cada polimorfo (ver Tabela em Anexo 1). As diferengas, o, entre os dados experimentais
dos parametros de malha relativamente aos valores calculados estdo apresentadas na
Tabela 4. Para uma melhor avaliacdo da validade dos valores obtidos, foi também
calculado o erro relativo associado a cada uma destas determinagdes, que estdo
representados graficamente na Figura 3. Para o conjunto dos parametros de malha,
observam-se desvios muito baixos para todas as formas estudadas, sendo o maior desvio
correspondente ao parametro B da Forma III, § = -1.979 A. Relativamente aos erros
associados a esta determinacdo, sdo considerados aceitaveis, pois ndo ultrapassam os
2.5%. Neste contexto, analisando outros estudos, ¢ possivel verificar que o erro obtido

tipicamente neste tipo de simula¢des é menor do que 4%, *? e desta forma, pode concluir-
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se que o campo de forcas escolhido consegue descrever corretamente as propriedades das
estruturas dos polimorfos da DHEA.

Analisando os desvios da componente energética e estrutural, é possivel
determinar que o Campo de Forgas escolhido ¢ adequado para a descricao da molécula.
O erro médio obtido para ambas determinagdes € significativamente baixo, significa que
o Campo de Forgas OPLS-AA descreve corretamente as interagdes (intermoleculares e
intramoleculares) presentes num sistema formado por moléculas de DHEA e que pode

ser utilizado para a parametrizacao de ditas interagoes.

Tabela 3: Diferengas (J) entre os valores obtidos através das simulagdes e os valores
experimentais obtidos para os parametros de malha para cada uma das fases cristalinas
da DHEA.

Forma da/A ob/A dc/A oa/l° opr oy°
I 0.086 0.601 0.052 -0.002 -0.309 0.001
I 0.038 0.438 0.379 0.010 0.000 0.001
I -0.065 0.108 -0.023 -0.020 -1.979 0.060
VI 0.068 0.324 0.135 -0.002 0.015 0.001
VIl 0.098 0.034 -0.010 -0.002 0.990 0.001
2
1.5 ® Erro médio

Erro maximo

Erro minimo

0.5

= l =
I I Il I \ lVIII

Erro (%)

Figura 4: Representacdo dos erros médios, maximos e¢ minimos obtidos para a
determinagdo dos pardmetros de malha em cada uma das formas polimorficas,
relativamente aos dados experimentais indicados na Tabela 1.
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3.2 — Estudo das solucoes de DHEA em THF

Uma vez realizadas as simulagdes para cada solugdo, foi possivel analisar os
resultados de modo a obter informagdo organizacional das moléculas de DHEA. Como
mencionado na se¢ao de Métodos, foram realizados dois tipos de analises: (i) estudo da
agregacao das moléculas de DHEA; e (i1) avaliagdo da sua orientacao relativa. O objetivo
destes estudos foi obter informagado acerca das diferencas de organizagdo adotada pelas
moléculas em solugdo quando na presenga ou auséncia de dgua. Desta forma, espera-se
avaliar a influéncia deste aspeto na organizacao das moléculas durante o processo de
cristalizacao.

As representacdes realizadas para os estudos de agregacdo em solugdo, foram
estruturadas de forma a comparar cada tipo de solugcdo (com agua e sem agua), a
diferentes concentragdes, o que tenta reproduzir um processo de cristalizagdo por
evaporacao de solvente (THF). Desta forma, foram representados os dados de agregacgao,
nomeadamente os dados da distribuicdo de tamanhos dos agregados € o nimero de
vizinhos.

Por ultimo, para concluir os estudos realizados sobre as solucdes, realizou-se uma
analise da organizacdo das moléculas nos agregados, de forma a avaliar a orientagao
relativa entre as moléculas de DHEA em func¢ao da distancia entre si. Com este estudo,
obtiveram-se uma série de dados que fornecem valores de probabilidade de se observar
um determinado angulo entre as moléculas em funcdo da sua distancia. Os dados obtidos

foram representados em graficos de contorno.

e Analise dos agregados de DHEA em solucio

Os resultados obtidos a partir dos estudos de agregacdo estdo apresentados na
Figura 5. De uma forma geral, ndo foram observadas diferengas significativas nos dados
obtidos para as solugdes com e sem agua. Ou seja, ndo ha diferencas na variagao da
distribuicao de probabilidade em fung¢ao do numero de moléculas que formam um
agregado quando em solugdo existe 4gua ou esta esta ausente. Observa-se também, como
seria de esperar, que a medida que se aumenta a concentracdo, a probabilidade de
encontrar agregados contendo um niimero cada vez maior aumenta. Ao mesmo tempo,
existe uma diminui¢ao do niumero de moléculas de DHEA que se encontram isoladas

umas das outras. Desta forma, verifica-se que a presenca de agua no sistema nao tem
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efeito na distribuicdo do tamanho dos agregados. Para observar de forma mais detalhada
os resultados obtidos, apresenta-se nesta figura uma ampliacdo dos dados na zona dos
agregados mais pequenos. Esta representacdo mostra variagdes minimas na distribuig¢@o

dos tamanhos dos agregados para os sistemas que apresentam agua e 0s que nao.

0.9
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0.014
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Figura 5: Representacdo da probabilidade de encontrar um agregado de DHEA em
funcdo do numero de moléculas que o compdem. As curvas com as linhas solidas a e
tracejado foram obtidas para as solugdes com e sem adgua em solugdo, respetivamente.

De forma a perceber melhor a estrutura formada pelas moléculas nestes agregados,
representou-se a média do nimero de vizinhos que cada molécula de DHEA tem em
funcdo do nimero de moléculas no agregado. Os resultados obtidos estdo apresentados
na Figura 6. Observa-se uma similaridade geral no valor do nimero de vizinhos quando
se comparam os resultados obtidos para solugdes com concentragdo semelhante com e
sem agua. As variagdes observadas no caso dos agregados contendo um maior nimero de

moléculas de DHEA, muito provavelmente, sdo devidas a erros estatisticos.
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Figura 6: Representagdo do nimero médio de vizinhos de cada DHEA em fung¢do do
numero de moléculas no agregado, para diferentes fragdes molares de soluto, xpuea. As
curvas com as linhas solidas a e tracejado foram obtidas para as solu¢cdes com e sem agua
em solucdo, respetivamente.

Os dados apresentados na Figura 6 mostram que, em média, cada molécula tem de 2
a 2.5 vizinhos. Isto quer dizer que os agregados moleculares que se formam no sistema,
deverdo ter uma forma alongada e pouco ramificada, ou seja, longe de uma forma
globular. Este facto pode ser claramente observado na Figura 7, que apresenta a forma

dos agregados num instante da simulagdo realizada para uma das solugdes.

Figura 7: Imagem dos agregados compostos por mais de duas moléculas, observados
durante a simulagdo da solu¢do com concentracdo de xpuea=0.020, na presenca de agua.
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Analisando todos os resultados anteriores em conjunto, nao se encontram evidéncias
para um possivel efeito da presenca de agua na obtengdo de cristais das formas I e II da

DHEA a partir de solugdes de THF.

e Estudo da orientacio relativa das moléculas de DHEA em solu¢ao

Dado que a distribui¢do do tamanho do agregado ndo sofre alteragdes com a
presenga ou auséncia de dgua, procurou-se compreender se este fator pode influenciar a
orientacdo relativa das moléculas em solugcdo. Como mencionado na se¢dao de Métodos,
foi analisado o angulo, ¢, entre os vetores definidos com base na posi¢ao dos atomos de
oxigénio de moléculas adjacentes de DHEA, em fun¢do da sua distancia relativa entre
ditas moléculas, D(C---C), (ver Figura 3). Os resultados obtidos para cada uma das
solucdes foram entdo comparados com representagdes equivalentes, calculadas com base
nas simulagdes realizadas para as formas I e II do composto. Desta forma, se
compararmos os dois tipos de resultados, podemos associar uma estrutura cristalina a um
determinado método de sintese.

Para perceber os resultados obtidos, foram criados graficos de contorno onde sao
representados dados de probabilidade de encontrar duas moléculas a uma dada distancia
e formando um angulo entre si, com base num codigo de cores. Estas representacdes
encontram-se na Figura 7, sendo mostradas as representagdes para as 3 solugdes com e
sem agua e para as duas formas cristalinas estudadas (forma I e II). Olhando para as
representacoes, € simples perceber que, para os dois sélidos, existem orientagdes relativas
substancialmente diferentes. Por um lado, na forma I, verifica-se que para distancias
menores de 14 A, todas as moléculas estdo orientadas a ~180°. No caso da forma II,
observa-se que a maioria das moléculas formam um angulo de 180° entre si, mas existem
outras orientagdes as quais as moléculas se dispdem, formando angulos menores de 30°.
Assim, a presenga ou auséncia de moléculas com uma orientacdo aproximadamente
paralela em solugdo podera ser um fator importante para a observagdo da precipitagdo de
uma ou outra forma.

Considerando agora os resultados para as solu¢des mais diluidas (A e D, na Figura
7), que representam a fase inicial do processo de cristalizag¢do por evaporagdo de solvente,
verifica-se que tém uma distribuicdo de probabilidade de orientagdes relativas muito
vasta, sendo possivel encontrar moléculas orientadas de muitas formas diferentes. A

medida que concentragdo do soluto vai aumentando, observa-se uma evolucdo da
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D(C--C)/A

distribuicao de probabilidade até esta ser muito semelhante as dos sélidos, isto €, apenas
com moléculas orientadas em angulos perto de 0° e 180°. Olhando para as representagdes
das solucdes mais concentradas com e sem agua, sendo C e F respetivamente na Figura
7, pode-se verificar que existe uma maior probabilidade de ter moléculas formando um
angulo proximo dos 180° no caso da solugdo com agua. Isto sugere que, na presenca de
dgua podera ser mais dificil obter a forma II, dado o menor nimero de moléculas

orientadas a angulos préximos de 0°.

v Probabilidade/u.a.
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Figura 7: Representacdes graficas da probabilidade de encontrar duas moléculas a uma
dada distancia, D(C--C), formando um angulo, ¢, entre si. A a C, representagdes obtidas
para as solu¢des com fracdo molar xpuea = 0.005, xpuea = 0.014, xpuea = 0.020, na
presenca de agua em solucdo; D a F, representagdes obtidas para as solugdes com fragdo
molar xpuea = 0.005, xpuea = 0.015, xpuea = 0.022, sem a presenca de agua. Os painéis
da direita correspondem as representacdes obtidas para a Forma I e I1 da DHEA.
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4 — Conclusao

E evidente e indiscutivel que o método de sintese para a obtengio de qualquer tipo
de cristal, tem uma influéncia direta na forma polimoérfica que € obtida, pois as condigdes
experimentais tém efeitos significativos na formagdo dos cristais. A intencdo deste
trabalho de projeto foi analisar como a presenga de agua pode influenciar a forma
cristalina da DHEA que cristaliza a partir de uma solu¢do de THF. Com as simulagdes
realizadas tentaram-se reproduzir as condig¢des de cristalizag¢do utilizadas no laboratorio,
sendo obtidos resultados que permitiram chegar a uma possivel explicacdo para o
mecanismo de cristalizagao.

Os dados obtidos através dos estudos de agregacao ditaram que a presenga de agua
ndo tem qualquer efeito nas estruturas formadas pelas moléculas de DHEA em relagdo a
sua distribuicdo de tamanhos. Ou seja, os resultados obtidos foram similares para as
solucdes sem agua e com agua, o que permite concluir que a presenca da mesma nao
influéncia este aspeto estrutural.

Por outro lado, o estudo da orientagdo relativa das moléculas nestes agregados
foram mais esclarecedoras. Em concreto, verificou-se que quando a 4gua esta presente no
sistema, com a evaporagao do solvente existe um maior numero de moléculas orientadas
do mesmo modo que na forma I. Assim, ¢ possivel especular que num processo de
evaporagdo onde o solvente ¢ evaporado lentamente e a0 mesmo tempo podem ser
absorvidas grandes quantidades de vapor de 4gua pela solugdo, seja mais provavel obter
cristais da forma I (para além do hidrato que, tal como referido em cima, também foi
detetado nestas experiéncias). Por outro lado, com a evaporacao do solvente rapidamente
em vacuo sem permitir a absorcdo de agua, ¢ possivel obter um maior numero de
moléculas em solugdo com uma conformacgdo compativel com a observada na forma II,

sendo por isso mais provavel a precipitacao desta forma.
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Anexos

Anexo A — Tabela com os valores de parametros de malha experimentais e os
obtidos através das simulagoes.

ZOYMOPO3 - FI

Me¢étodo a b c a p /4
Experimental  6.208 44.437 6.270 90 107.1 90
OPLS 6.241 44.945 6.259 89.997 106.24 90.001
ZOYMOP04 - FVI
Me¢étodo a b c a p 14
Experimental  6.178 21.797 6.288 90 106.897 90
OPLS 6.246 22.121 6.423 89.998 106.912 90.001
ZOYMOP06 — FVII
Método a b c a p /4
Experimental ~ 13.105 5.903 10.829 90 97.64 90
OPLS 13.203 5.937 10.819 89.998  98.63  90.001
ZOYMOPO7 — FIII
Meétodo a b c a p /4
Experimental  14.534 10.379 11.825 90 111.559 90
OPLS 14.469 10.488 11.802 89.98  109.58  90.06
ZOYMOPO08 — FII
Meétodo a b c a p /4
Experimental 6.641 11.442 22.085 90 90 90
OPLS 6.589 11.689 22.350 90.01 90 90.001
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