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RESUMO

As riparinas I e I sdo acalmidas que foram isoladas e sintetizadas por Barbosa-Filho et al.
(1990), sendo provenientes de uma tipica planta da Amazonia, cientificamente denominada de
Aniba riparia. Essas moléculas sdo formadas a partir da jun¢do da tiramina com o acido
benzoico, e suas estruturas quimicas se diferem pela substitui¢do de uma hidroxila no anel
aromatico. Diversos pesquisadores iniciaram estudos sobre seus potenciais efeitos terapéuticos
em estudos pré-clinicos, elucidando seus efeitos terapéuticos em modelos comportamentais
animais, dentre eles efeitos antidepressivos, ansioliticos e antibacterianos. Este projeto teve
como objetivo principal a caracterizagdo fisico-quimica das riparinas I e II, com foco na andlise
térmica e identificacdo de possiveis polimorfos. Para obtencdo desses resultados, diversas
técnicas foram utilizadas, como: Espectroscopia Raman e de absor¢do na regido do
infravermelho, termogravimetria (TG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), difracao de
raios-X em po (DRXP) e raios-X de monocristal (DRXM). A estrutura cristalina da riparina I1
foi elucidada, visto ndo haver dados reportados na literatura. A riparina II apresentou um maior
ponto de fusdo em relagao a riparina I, que pode ser explicado pela hidroxila a mais na estrutura
quimica da riparina II, que forma uma ligagao intramolecular O7A<sss H2A—QO2A, ocasionando
uma maior estabilidade nesta substancia. Além disso, foi possivel identificar o fendmeno do
polimorfismo na riparina I, tornando seu estudo essencial a fim de evitar polimorfos menos
estaveis e menos seguros, garantindo a seguranca e a eficacia na administracao do produto e a

otimizac¢ao do estudos pré-clinicos.

Palavras-chave: Riparina [ e II. Difra¢do de raio-X. Elucidagdo estrutural. Andlise térmica.

Polimorfismo. Espectroscopia vibracional.



ABSTRACT

Riparins I and II are alkamides that have been isolated and synthesized by Barbosa-Filho et al.
(1990). from a typical Amazonian plant, scientifically called Aniba riparia. These molecules
are formed from the junction of tyramine with benzoic acid, and their chemical structures differ
by the substitution of a hydroxyl in the aromatic ring. Several researchers have begun studies
on its potential therapeutic effects in preclinical studies, elucidating its therapeutic effects in
animal behavioral models, including antidepressant, anxiolytic and antibacterial effects. This
project had the main objective the physical-chemical characterization of riparins I and II,
focusing on thermal analysis and identification of possible polymorphs. In order to obtain these
results several techniques were used, such as: Raman and infrared spectroscopy,
thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC), X-ray powder diffraction
(XRPD) and single-crystal X-ray diffraction (SCXRD). The crystalline structure of riparin II
was elucidated, due there is no data reported in the literature. Riparins II a higher melting point
compared to riparin I, which can be explained by the hydroxyl in the chemical structure of
riparin II, that forms an intramolecular bonding O7Aee*sH2A— O2A, occasioning a major
stability in this substance. Moreover, it was possible to detect the phenomenon of the
polymorphism in riparina I, becoming its study essential in order to avoid less stable and less
secure polymorphs, ensuring safety and efficacy in administering the product and optimizing

preclinical studies.

Keywords: Riparin I. Riparin II. X-Ray Diffraction. Crystalline structure elucidation. Thermal
analysis. Polymorphism. Vibrational spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

As riparinas I e II, ilustradas na Figura 1, juntamente com as riparinas Il e IV, sdo
substancias que foram isoladas e sintetizadas por Barbosa-Filho ef al. (1990). As riparinas III e
IV estao ilustradas aqui apenas para efeito de comparacdo entre as quatro substincias. A
riparina IV ¢ uma exceg¢do, pois nao tem origem vegetal e foi desenhada e sintetizada para
possuir o mesmo nucleo das demais riparinas. Essas substancias sdo formadas a partir da jungao
da tiramina com o 4cido benzoico e diferem entre si principalmente pelas substituigdes das

hidroxilas no anel aromatico, exceto pela riparina IV que possui grupos metoxi substituidos.

Figura 1 - Estrutura quimica da riparina I (a), riparina II (b), riparina III (c) e riparina IV( d).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As riparinas I, II e III sd3o oriundas de uma planta tipica da Amazonia, popularmente
conhecida como “louro”, e portadora do nome cientifico Aniba riparia. Essas substancias sao,
portanto, produtos naturais, mais especificamente alcamidas naturais, provenientes da
metabolizagdo da planta, denominados como metabdlitos secundarios ativos, com agao sobre
células do sistema nervoso central (TORRES; CHAVES, 2001).

Essa caracteristica das riparinas levou a diversos pesquisadores estudarem seus
potenciais efeitos terapéuticos em estudos pré-clinicos, e no decorrer dos ultimos anos,
inimeros artigos e trabalhos cientificos foram publicados sobre essas substancias, elucidando
seus efeitos terapéuticos em modelos comportamentais animais em neurociéncia.

Durante o desenvolvimento e estudo de substancias que apresentam atividade

bioldgica e sdo candidatas a possiveis novos farmacos, ¢ necessario realizar caracteriza¢ao
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fisico-quimica, pois para substancias no estado sélido, o arranjo dos atomos influéncia em
determinadas propriedades das substancias, como ponto de fusdo, solubilidade e absor¢do e
biodisponibilidade. Esses estudos sao necessarios especialmente quando ocorre o fenomeno do
polimorfismo, onde as moléculas podem se arranjar em duas ou mais formas diferentes ao longo
da sua estrutura. Dessa forma, entender a substancia no seu aspecto quimico e fisico € essencial
para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica segura, eficaz e de qualidade.

Diversas técnicas especificas sdo usadas para caracterizar e estudar as substancias
no estado solido. Dentre as caracteristicas fisico-quimicas, esta monografia teve o objetivo de
elucidar a estrutura cristalina da riparina II, com o intuito de compreender como essa substancia
se comporta no estado sélido. Teve também o objetivo de estudar o polimorfismo e o perfil
térmico, bem como de determinar as vibragdes moleculares através da espectroscopia
vibracional.

De acordo com o exposto anteriormente, entende-se a relevancia deste trabalho, que
tem o intuito de caracterizar as riparinas I e II, visando compreendé-las fisica e
quimicamente, garantindo a seguranga e a eficacia na administracdo dessas substancias em
ensaios pré-clinicos e padronizar as riparinas que sao utilizadas nestes estudos, otimizando,
assim, os ensaios realizados.

Esta monografia esta dividida em 5 topicos, sendo este o primeiro, que teve como
finalidade apresentar o objeto de estudo e sua relevancia ao leitor. O topico Il refere-se a revisao
de literatura, o qual traz defini¢des e explicagdes relevantes a compreensdo deste trabalho. O
topico III especifica os objetivos e o topico IV aborda os materiais e métodos utilizados para
realizagdo deste trabalho. O topico V apresenta os resultados obtidos das andlises feitas da
riparina [ e I, respectivamente, abordando desde a elucidacdo da estrutura cristalina até a

determinag¢do do perfil térmico. Por fim, o topico VI traz conclusdes sobre o trabalho realizado.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Aniba riparia e riparinas

O género Aniba faz parte da familia Lauraceae, popularmente conhecida como
“louro” na Amazonia, abrangendo cerca de 40 espécies de plantas, sendo possivel encontrar
esse género na Amazonia e na Guiana. Andlises quimicas foram realizadas nas cascas do caule,
tornando possivel identificar e isolar diversos compostos quimicos, como flavonoides,
benzilbenzoatos e benzaldeidos. O mesmo ocorreu com o estudo realizado no fruto verde da
planta, no qual compostos como benzilbenzoatos, feniletilaminas (O-metil-tiramina) e alguns
alcaloides, mais especificamente alcamidas, foram isolados (BARBOSA-FILHO, 1987).

Do fruto verde Aniba riparia (Ness) MEZ foram isolados ésteres metilicos, como
N-benzoiltiramina (Riparina I), N-(-2-hidroxibenzoil) tiramina (Riparina II) e N-(2,6-
dihidroxibenzoil) tiramina (Riparina III) (BARBOSA-FILHO, 1987). Essas alcamidas
constituem um grupo especial de alcaloides, por possuirem uma fun¢do amida restrita a poucos
representantes da natureza. Sdo produtos de metabolizacdo, sendo entdo, metabolitos
secundarios, considerados compostos bioativos que apresentaram previamente resposta sobre
células do sistema nervoso central (BARBOSA-FILHO, 1990).

As riparinas, Figura 2, sdo substancias que apresentaram potenciais efeitos
terapéuticos em estudos pré-clinicos em modelos comportamentais animais em neurociéncia.
A diferenca entre as trés primeiras riparinas se da pela substitui¢ao de uma hidroxila no primeiro
anel aromatico (R1) da riparina II e duas hidroxilas no R1 da riparina III, enquanto a riparina I
ndo possui nenhuma hidroxila substituida no R1. Ao contrario das demais riparinas, a riparina
IV foi posteriormente sintetizada, possuindo o mesmo nucleo das riparinas isoladas da Aniba
riparia, diferindo das demais por possuir trés grupos metoxi ligados ao primeiro anel aromatico.

(BARBOSA-FILHO, 1990).
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Figura 2 - Estrutura quimica da riparina I (a), riparina II (b), riparina III (¢) e riparina IV (d).
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Fonte: Elabora pelo autor.

OMe

2.2 Potencial efeito terapéutico das riparinas

Virios estudos farmacologicos em modelos comportamentais foram realizados
utilizando as riparinas isoladas da Aniba riparia como drogas-testes. Esses estudos tinham
como intuito investigar seus efeitos bioldgicos.

A maioria dos estudos realizados sao referentes a utilizagao das alcamidas da Aniba
riparia sobre o Sistema Nervoso Central, mais especificamente sobre a possivel atividade
antidepressiva e ansiolitica dessas substancias em camundongos. O interesse nas riparinas, que
levou a realizacdo de testes neurocomportamentais, esta relacionado a estrutura quimica dessas
moléculas, que possuem em sua composic¢ao a tiramina, molécula reconhecida por sua atividade
central. Dessa forma, as riparinas I, II e III tiveram sua atividade antidepressiva e ansiolitica
demonstrada através de modelos experimentais animais, cronicos e agudos, realizados pelo
Laboratorio de Neurofarmacologia da Universidade Federal do Ceara (DE SOUSA et al., 2004,
2005, 2007).

Estudos realizados por Castelo-Branco ef al. (1992) demonstraram que as riparinas
I e III apresentaram efeito relaxante sobre a musculatura lisa, sendo a riparina I mais potente
que a III (CASTELO-BRANCO, 1992). Em 2005, Catdo et al., demonstrou que as riparinas I
e III, individualmente, podiam apresentar um potencial efeito antimicobriano contra cepas de
microorganismos multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli (CATAO et

al., 2005).
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O efeito anti-inflamatdrio também foi atribuido as riparinas I, II e IV através de
estudos realizados também pelo Laboratério de Neurofarmacologia da UFC (ARAUJO et al.,
2012; CARVALHO, 2011; DIAS, 2011).

2.3 A importancia do estudo das formas sélidas

A primeira fase da pré-formulacao de novos farmacos tem inicio quando farmacos
recém-sintetizados ou recém-descobertos, demonstram atividade bioldgica em testes pré-
clinicos em modelos animais, com possivel acdo terapéutica no ser humano. Assim como, o
estudo toxicologico das substincias testes devem ser realizados. Os estudos da fase de pré-
formulacao devem considerar as propriedades fisico-quimicas que sdo passiveis de afetar o
desempenho adequado da futura forma farmacéutica (LACHMAN, 2001).

As caracteristicas fisico-quimicas e biologicas de principios ativos sdo fatores
determinantes para garantir a seguranga, a eficacia e a qualidade da formulagao farmacéutica.
Esses fatores devem ser amplamente estudados durante a fase de desenvolvimento de novos
farmacos, a fim de se obter uma formulagdo com biodisponibilidade adequada, para que haja
uma acdo farmacologica desejada com o minimo de efeitos indesejaveis ou toxicos
(STORPIRTIS, 2011).

As formas so6lidas s@o as formas mais comercializadas e aceitas pelos pacientes
adultos, exceto por aqueles que sdo impossibilitados de receber medicamentos por via oral. O
grande nimero de formas farmacéuticas no estado solido deve-se a sua alta estabilidade,
facilidade de manuseio e distribuicao (DATTA, 2004).

Quando se trata de farmacos no estado solido, deve-se ressaltar que a disposi¢ao
dos atomos e moléculas determina suas propriedades quimicas e fisicas, podendo afetar sua
performance, como tamanho de particulas, densidade, perfil de solubilidade, perfil de
dissolucdo e perfil de estabilidade (DATTA, 2004). Além disso, farmacos e substancias que se
encontram nesse estado, podem ter fluidez e compactagdo de comprimidos afetados. Por estas
razoes, o estudo das formas solidas ¢ tao relevante (LACHMAN, 2001; FLORENCE, 2011).

Os farmacos no estado sélido podem ser constituidos por estrutura cristalina
ordenada ou apresentar desordem a nivel molecular. Portanto, esses farmacos devem ser
estudados com mais atengdo, pois as formas cristalinas podem sofrer alteracdes durante a fase

de desenvolvimento, ocorrendo o aparecimento de formas polimérficas, bem como solvatos,
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hidratos e amorfos, que também podem afetar propriedades fisico-quimicas, como estabilidade,
ponto de fusdo, absor¢do e solubilidade.

Além disso, como mencionado previamente, a eficidcia terapéutica de uma
substancia esta estritamente ligada as suas caracteristicas fisico-quimicas no estado solido.
Dessa forma, entende-se que a caracterizagdo e o estudo fisico-quimica dessas substancias ¢ de

extrema importancia no processo de desenvolvimento de um novo farmaco (NEWMAN, 2008).

2.4 Formas cristalinas de farmacos

No estado s6lido, quando os farmacos possuem arranjos de moléculas e atomos
altamente ordenados, unidos por interagdes nao covalentes, denomina-se de cristais, que sao
definidos como s6lidos que possuem ordem translacional de longo alcance (FLORENCE, 2011;
TILLEY, 2014). Sao formados por celas unitarias, que sdo definidas como a menor unidade de
um cristal. No seu interior, cada cela unitaria possui o mesmo tamanho e contém o mesmo
nimero de 4tomos, arranjados da mesma maneira, repetindo-se em trés dimensdes, formando
assim o cristal (FLORENCE, 2011).

Os farmacos no estado solido, que sdo classificados como cristalinos, podem
possuir mais de uma forma e diferentes classificagcdes, como mostrado na Figura 3. Podem ser
classificados como s6lidos monocomponentes ou sélidos multicomponentes (STORPIRTIS,
2011). Além disso, um mesmo farmaco pode ter o arranjo das suas moléculas em duas ou mais

formas diferentes no cristal, e a isso da-se 0o nome de polimorfismo.



18

Figura 3 - Esquema de classificagdao de formas solidas
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Fonte: Adaptado de Hilfiker, 2006.

Os solidos monocomponentes sdo aqueles que possuem apenas uma substancia na
sua estrutura cristalina. Por sua vez, os s6lidos multicomponentes sdo definidos por farmacos
que possuem mais de uma substancia na sua estrutura cristalina, como solvatos, sais e cocristais

(STORPIRTIS, 2011).
2.4.1 Polimorfo

Quando uma substancia apresenta o fendmeno do polimorfismo, as moléculas se
arranjam em duas ou mais formas diferentes no cristal. O polimorfismo pode ou ndo mudar o
habito cristalino da substancia, ou seja, ndo se pode identificar o polimorfismo pela morfologia
do cristal. As mudangas no arranjo das moléculas podem acontecer de duas formas: as
moléculas podem se empacotar de forma diferente no reticulo cristalino, ou entdo, podem sofrer
variacdes na orientacdo ou conformacao das moléculas nos sitios do reticulo. Essas variagdes
causam alteragdes nos padrdes de difracao de raios-X, sendo entdo, essa técnica a mais indicada
para detec¢ao de polimorfo (FLORENCE, 2011).

O polimorfismo pode alterar inumeras propriedades farmacéuticas, como
solubilidade e ponto de fusdo. Portanto, analisar, identificar e estudar o polimorfismo durante

o desenvolvimento de novos farmacos ¢ de extrema importancia. Como exemplo, pode ser
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citado que 70% dos barbitaricos, 60% das sulfonamidas e 23% dos esteroides possuem
polimorfos (STORPIRTIS, 2011).

O polimorfismo esté ligado diretamente a eficacia terapéutica, e com a finalidade
de exemplificar essa influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas, serd citado aqui o
palmitato de cloranfenicol, que possui dois polimorfos reportados na literatura, denominados A
e B. Esses dois polimorfos possuem diferencas significativas na biodisponibilidade, sendo a
forma B a que possui uma atividade terap€utica mais acentuada do que a forma A. Estudos
foram realizados a fim de impedir a comercializacao da forma A, assim sendo, a Farmacopeia
Americana implementou um teste para quantificar o polimorfo A, ndo podendo exceder 10%

em sua quantidade (STORPIRTIS, 2011).

2.4.2 Solvatos/Hidratos

Durante o processo de cristalizagdo de um ativo qualquer, utilizando um
determinado solvente, quando as moléculas desse ativo capturam as moléculas desse
determinado solvente, incorporando na estrutura cristalina, denomina-se de solvato, ou seja,
isso ocorre quando as moléculas do solvente empacotam-se e cristalizam-se juntamente com as
moléculas do ativo. Essas moléculas do solvente podem associar-se ao sélido através de
interacdes intermoleculares, como ligagdes de hidrogénio, ligagdes de Van der Waals ou dipolo-

dipolo. Quando este solvente ¢ 4gua, a forma solida ¢ chamada de hidrato.

2.4.3 Sais

Durante o processo de cristalizagdo, quando ocorre reacdo dacido-base com
transferéncia de cargas, had formacdo de sais, ou seja, isso ocorre quando so6lidos contém o
farmaco protonado e o seu correspondente contraion incorporados na estrutura cristalina
(STORPIRTIS, 2011). Os sais sdo desejaveis quando os farmacos possuem problemas de

cristalizagdo, solubilidade, pontos de fusdo baixos e alta presenca de polimorfismo.

2.4.4 Co-cristais e amorfos

Os co-cristais sdo definidos como os sélidos que possuem moléculas de farmacos e

coformadores ou outros farmacos incorporados a estrutura cristalina do farmaco original. Em
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contrapartida e diferente dos demais solidos, os amorfos acontecem quando o farmaco ou ativo
nao possui uma estrutura cristalina ordenada, ou seja, possui desordem a nivel molecular.

Os amorfos possuem propriedades fisico-quimicas interessantes, como alta
solubilidade, baixo ponto de fusdao, maior velocidade de dissolugdo, porém apresentam uma
menor estabilidade termodinadmica, o que acarreta no seu pouco uso durante a producio de

cristais farmacéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fisico-quimico das riparinas I e II.

3.2 Objetivos especificos

Elucidar a estrutura cristalina da riparina II.
Caracterizar as riparinas através de técnicas estruturais e espectroscopicas,
microscopia e de analise térmica.

Identificar possiveis polimorfos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria prima

Riparina I e II foram fornecidas pela Universidade Federal da Paraiba.

4.2 Microscopia optica

Os cristais foram examinados com um microscépio optico Leica (Modelo DM,

2500P), tornando possivel verificar o habito cristalino.

4.3 Espectroscopia Vibracional

Uma das técnicas empregadas no estudo do estado solido refere-se a espectroscopia
vibracional. Neste estudo foram utilizadas as espectroscopias Raman e de absor¢do na regiao

do infravermelho para determinar as vibragcdes moleculares das riparinas I e II.

4.3.1 Espectroscopia vibracional Raman

Espectroscopia refere-se as técnicas que estudam a interagdo entre a radiacdo
eletromagnética e a matéria, sendo a determinagdo dos niveis energéticos de atdmos e
moléculas, o objetivo principal dessas técnicas. Uma dessas técnicas refere-se a espectroscopia
Raman.

Os espectros Raman foram obtidos em um espectrometro Raman com
Transformada de Fourier (FT-Raman) acoplado ao equipamento da Bruker Optics, modelo

Modulo RAM 11, com um laser Nd :YAG (1064 nm).

4.3.2 Espectroscopia vibracional de infravermelho

As analises de infravermelho apresentadas neste trabalho foram realizadas em um
espectrometro de transformada de Fourier VERTEX 70 da Bruker Optics, com detector DTGS
para regido do infravermelho médio (MIR), através de um acessorio de Refletancia Total

Atenuada (FTIR-ATR), sobre um cristal de ZnSe.
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4.4 Difracao de raios-X em poé

Em meados do século XX, descobriu-se que os raios-X podem ser difratados pelos
cristais de modo que o arranjo atobmico ordenado pode ser definido. Essa radiagdo incidente ¢
difratada de forma tnica para cada configuracdo estrutural, sendo assim, conhecida como
padrdo de difragcdo. De acordo com o arranjo dos 4tomos, a posi¢do ¢ a intensidade dos feixes
difratados podem ser alterados (TILLEY, 2014).

A difragdo de raio-X em pod6 (DRXP) ¢ a técnica mais empregada na area
farmacéutica e de polimeros, devido a sua simplicidade em relagdio ao DRXM, fornecendo
informagdes sobre o grau de cristalinidade e identidade da amostra através da comparacao de
difratogramas (DA CUNHA, 2007). Entretanto, a técnica mais utilizada para determinacdo da
estrutura cristalina de uma substancia ¢ a difracao de raio-X de monocristal (DRXM), devido a
sua capacidade de permitir maior nimero de dados coletados de um maior nimero de planos
cristalinos obtendo assim mais dados cristalinos.

Os difratogramas apresentados neste trabalho foram obtidos utilizando-se o método
de difracao de raios-X em p6 (DRXP) em um instrumento convencional D8 Advanced da
Bruker AXS, equipado com um goniémetro theta/theta, acoplado na geometria de transmissao,
com porta-amostra fixo e fonte de radiagdo Cu Ka (0,15419 nm). Este equipamento permite
que sejam realizadas medidas com variagdo de temperatura através do uso de uma cadmara
Anton Paar, modelo TCU 110. As medidas foram realizadas sob uma tensao de aceleragao de

40 kV e corrente de 40 mA, na geometria de Bragg Brentano.

4.5 Difracao de raios-X de Monocristal

Diferente da difracdo de raios-X em po, no qual a estrutura cristalina s6 pode ser
definida através do Método de Rietveld, a difracdo de raio-X de monocristal necessita apenas
de um simples cristal para determinar as posic¢des relativas de todos os dtomos que constituem
a substancia e a posicao relativa de todas as moléculas na cela unitéria, obtendo assim a estrutura
cristalina (SILVA, 2016).

Os cristais utilizados para analise de difragdao de raios-X em monocristais foram
selecionados utilizando-se um microscopio Optico, sendo a estrutura cristalina da Riparina II
resolvida em colaboragdo com o Cryssmat-Lab da Universidade de la Republica Montevideo,

na qual as intensidades de difracdo de raios-X foram coletadas utilizando um difratometro
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Bruker SMART X2S usando grafite-monocromada de radiagio CuKa (1.54178 A) em

temperatura ambiente.

4.6 Analise Térmica

Andlise térmica refere-se a um grupo de técnicas que possuem a caracteristica de
medir a resposta de um material a um aquecimento ou resfriamento de forma controlada, sendo
o objetivo principal dessas técnicas estabelecer a relacdo entre a a temperatura e as propriedades
fisicas de um material (MENCZEL e PRIME, 2009). Cada uma dessas técnicas ¢ capaz de

avaliar uma propriedade fisica diferente, como mostrado na tabela a seguir:

Tabela 1 - Principais técnicas utilizadas na analise térmica.

Técnica utilizada Propriedade medida
Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) Entalpia
Termogravimetria (TG) Massa
Termogravimetria diferencial (DTG) Variagdo de massa
Analise termodiferencial (DTA) Temperatura

Analise termo-mecanica (dilatometria) Comprimento ou volume

Fonte: Adaptado de MENCZEL e PRIME, 2009.

As técnicas utilizadas neste estudo foram termogravimetria (TG) e calorimetria

exploratdria diferencial (DSC).

4.6.1 Termogravimetria (TG)

Termogravimetria refere-se a uma técnica, na qual a massa ¢ medida em funcao do
tempo ou da temperatura, sob uma programacao controlada de temperatura em uma atmosfera
controlada (MENCZEL e PRIME, 2009). A variacao na massa avaliada na termogravimetria
pode ser devido as transformacdes quimicas, como degradagdo ou decomposi¢do, ou as
transformagcdes fisicas, como sublimagao, evaporagdo ou condensagio (MOTHE, 2009).

Alguns fatores podem influenciar nas curvas de TG, sendo eles divididos em dois
grandes grupos: fatores instrumentais e fatores ligados as caracteristicas das amostras

(IONASHIRO, 2004).
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Taxa de aquecimento, atmosfera na qual a amostra estd inserida, geometria do
suporte de amostras e do forno sdo os fatores relacionados ao equipamento. J4 a quantidade de
amostra durante o procedimento experimental, tamanho de particula, compactagdo dentro do
aparato utilizado no equipamento, solubilidade dos gases liberados durante o aquecimento,
calor de reagdo e condutividade térmica da amostra sdo fatores ligados as caracteristicas da

amostra (IONASHIRO, 2004).

4.6.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial ¢ uma técnica, na qual as informacgdes
calorimétricas quantitativas podem ser obtidas sob uma programagdo controlada de
temperatura, sendo possivel medir a diferenca taxa de fluxo de calor de uma substancia em
relacdo a uma de referéncia em fungdo da temperatura (MENCZEL e PRIME, 2009).

Com uso de andlises feitas por meio do DSC ¢é possivel obter informagdes sobre
temperatura de fusdo, existéncia de transigdes vitreas, capacidade calorifera e entalpia de
transicoes, bem como cristalizacao ou recristalizacdo de materiais. Além disso, através do uso
da técnica DSC também ¢ possivel determinar a pureza e diagramas de fases (MENCZEL e
PRIME, 2009; MOTHE, 2009).

Andlises de termogravimetria (TG) e a calorimetria exploratdria diferencial (DSC)
foram realizadas em um equipamento Netzsch STA449. As medidas foram realizadas desde a

!, em atmosfera de nitrogénio,

temperatura ambiente até 350° C, a uma taxa de 5 K.min
utilizando um cadinho de aluminio selado com furo central, tanto para amostra como para
referéncia. Para realizacdo dessas medidas foi utilizado cerca de 3 mg de amostra em cada
analise. Os sensores e os cadinhos foram mantidos sob um fluxo constante de nitrogénio
(70mL/min) durante o experimento. Além disso, curvas DSC foram registradas no equipamento

Maia 200 F3 com uma variaco de temperatura de 30° C até 150° C a uma taxa de SK.min!,
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5 RESULTADOS

5.1 RIPARINA I

5.1.1 Analise Térmica

A riparina I possui sua estrutura cristalina reportada na literatura, bem como o
estudo de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho, dessa forma, este trabalho
ndo teve como foco a elucidacdo e caracterizacdo ja existentes, mas concentrou-se no
comportamento térmico da substancia, uma vez que ndo existem estudos prévios sobre essa
analise, que ¢ uma importante ferramenta para entender como a substancia se comporta sob
aquecimento. A andlise foi realizada no equipamento Netzsch STA449, onde foram executadas

simultaneamente as técnicas de termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial

(DSC.

5.1.1.1 Termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A curva de TG/DSC, demonstrando o perfil térmico da riparina I, esta ilustrada na
Figura 4 foi feita uma medida da temperatura ambiente até 350° C, em uma taxa de aquecimento

de 5 K.min™".
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Figura 4 - Curva DSC/TG da riparina L.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A curva de TG da riparina I apresentou apenas um evento de perda de massa,
estando este evento relacionado com a decomposi¢do da amostra, que possui inicio em
aproximadamente em 220° C e pode estar associado a hidrolise, visto a presen¢a de um grupo
amida na molécula da riparina L.

A curva de DSC apresentou dois eventos endotérmicos, o primeiro com inicio em
88° C, e o segundo evento com inicio em 120° C, que pode estar associado a fatores
instrumentais ou a fatores associados as caracteristicas da substancia, como abordado
anteriormente. O primeiro evento pode ter ocorrido devido a quantidade de amostra utilizada,
ou entdo devido a compactagdo desta no cadinho. Para se ter certeza sobre o primeiro pico
endotérmico, utilizou-se o equipamento DSC Maia para obter curvas de DSC mais detalhadas.

As curvas de DSC obtidas a partir do equipamento DSC Maia estdo evidenciadas
na Figura 5. A andlise foi feita sob atmosfera controlada de nitrogénio, com subida de 30° C até
150° C, descida de 150° C até 30° C e uma nova subida desde a temperatura ambiente até 150°
C.

Essa faixa de temperatura foi utilizada com o intuito de confirmar, que o primeiro
evento endotérmico ndo estd relacionado com fatores instrumentais ou fatores associados a

amostra. Teve também como finalidade evitar a decomposi¢cdo da amostra, evitando sua perda.
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Figura 5 - Curvas de DSC da riparina I.
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Ao analisar as curvas calorimétricas, observa-se a presenca dos dois primeiros picos
endotérmicos descritos acima, visto na analise de STA. Observa-se também um evento
exotérmico durante a descida da medida e posteriormente, durante a segunda subida, um
terceiro evento endotérmico, a uma temperatura de 40° C, antes dos dois eventos endotérmicos
principais.

Curvas de DSC que apresentam eventos exotérmicos, indicando uma recristalizacao
da amostra usualmente estio associados a presenga de polimorfismo, causado pela variagao de
temperatura. Considerando o perfil térmico da riparina I, ressalta-se a possivel presenga de pelo
menos um polimorfo, referente ao evento exotérmico, que iremos chamar neste estudo de
polimorfo a.

Dessa forma, para fins didaticos a estrutura inicial, ou seja, a matéria-prima que deu
inicio a medida, serd denominada de polimorfo . O terceiro evento endotérmico pode ser
esclarecido pela transi¢ao do polimorfo a para o polimorfo f.

Para confirmar a presenca do polimorfismo foi empregado a técnica de difracao de

raios-X em po.
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5.1.2 Difracao de raios-X em po

A difragdo de raios-X em po foi realizada com a finalidade de confirmar a presenca
do polimorfismo. Para isso duas medidas foram realizadas. A primeira refere-se a matéria-prima
(m.p.), ou seja, ao possivel polimorfo B, e a segunda refere-se a amostra de riparina I apds
aquecimento e sequente resfriamento, que serd chamada aqui de riparina I recristal, a qual foi
denominada de possivel polimorfo a. Ambas amostras foram submetidas as mesmas condi¢des
de medida.

Os difratogramas estdo representados na Figura 6, onde estd indicado o
difratograma da riparina I e o difratograma da riparina I recristal.

A Figura 6 representa a regido de 16 a 34 20, por ser a regido onde as diferencas no
padrdo de difracdo estdo mais acentuadas. Ao analisar esta figura, pode-se observar as
diferencas no padrdo de difragdo dos raios-X, indicando assim, a presenga de um polimorfo.
Para corroborar com os dados da analise térmica e da difragdo de raios-X em po, foi realizado

medida de espectroscopia Raman, que sera discutida no item 4.3.
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Figura 6 - Difra¢do de raios-X em p¢é da riparina I e riparina I recristal.
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Fonte: Elabora pelo autor.

De acordo com o relatado no item 4.1.1, e demonstrando na Figura 5, durante a
segunda subida, hd a preseng¢a de um terceiro evento endotérmico, antes dos dois eventos
endotérmicos principais. Dessa forma, uma outra anélise no raio-X foi realizada para determinar
a presenca ou nao de polimorfismo.

A analise foi feita com o polimorfo a, a qual foi submetida a uma anélise de raio-X
com temperatura. A faixa de medida aconteceu de 30° C até 150° C. A medida esta representada
na Figura 7, mostrando apenas a regido, onde as diferencas entre os difratogramas foram mais
acentuadas.

A partir de 45° C, a amostra comeca a apresentar um padrao de difragao diferente
em relagio ao polimorfo a. E importante ressaltar que, apés 40° C, ha o terceiro evento
endotérmico, que pode ser analisado pelo difratograma abaixo. Nos primeiros difratogramas, a
transi¢do da amostra esta clara, porém nos demais, de 45° C até 120° C ¢é possivel avaliar a

evolucdo térmica da riparina.



Figura 7 - Difratograma da riparina I em fun¢do da temperatura.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 8, representada logo abaixo, aponta os difratogramas dos polimorfos a e
B e da analise feita em fungdo da temperatura. Observa-se visivelmente, que o polimorfo a e 3
possuem padroes de difragdao de raio-X que ndo corroboram com a riparina I submetida a uma
temperatura de 45° C. Ao chegar a temperatura de 120°, os difratogramas sao similares, quando

comparado ao de temperatura de 45° C, apesar de possuirem de forma nitida deslocamento de

31
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picos. A vista disso, um terceiro polimorfo ¢ identificado, possuindo um inicio de transi¢ao a

45° C. Ele sera identificado como polimorfo 6.

Figura 8 - Difratograma comparando polimorfo o e P, riparina I a 45° C e 120° C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Dessa forma, com a presenca de um terceiro polimorfo da riparina I, diferente do
polimorfo a e do polimorfo P, deu-se continuidade a andlise de raio-X, com uma rampa de

descida, a uma temperatura de 120° C até 25° C. Os difratogramas estdo representados na figura

abaixo:
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Figura 9 - Difratograma comparando poliformo B, a, 6 e riparina [ a 25 °C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Comparando os trés difratogramas, torna-se evidente diferencas entre os picos. Por
consequente, pode-se afirmar a existéncia de um quarto polimorfo, que sera denominado de
polimorfo y.

Visto os quatro polimorfos encontrados, de acordo com a difragdo de raios-X em
pd, a comparagao entre a riparina I reportada na literatura, elucidada por Marques et al. (2005)
e os polimorfos descritos neste presente estudo, se tornou necessaria. Dessa forma, a Figura 10

exibe estes difratogramas.
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Figura 10 - Difratogramas da riparina I por Marques et al. (2005) e os polimorfos descritos
nesta monografia.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Analisando a figura acima (Figura 10), observa-se que a riparina I elucidada por
Marques et al. (2005) corresponde ao polimorfo o, identificado neste trabalho.

As mudancas de fase indicam que a riparina I trata-se de um composto que possui
uma baixa estabilidade térmica, apresentando mudanga estrutural a uma temperatura de 40 °C.
Esta temperatura ¢ proxima a temperatura ambiente, sendo entdo, de extrema importancia a
compreensdo do seu perfil térmico, pois simples operagdes realizadas durante a fase de pré-
formulacao de farmacos utilizam temperaturas proximas a 40 °C, podendo ocasionar mudangas
estruturais durante os ensaios da pré-formulagao.

Dessa forma, as demasiadas mudangas estruturais, originando os polimorfos, da
riparina I em funcdo da temperatura, precisam ser estudadas com mais afinco e terem suas
estruturas cristalinas elucidadas, com a finalidade de padronizar as riparinas que sao utilizadas
nos estudos pré-clinicos em modelos comportamentais animais em neurociéncia, visando
garantir e seguranga e eficacia na administracao destas substancias, evitando polimorfos menos

estaveis € menos seguros.
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5.1.3 Espectroscopia vibracional Raman
A medida na espectroscopia vibracional Raman foi realizada com o intuito de obter
dados que corroborem com os dados obtidos do polimorfo B € a na difragdo de raios-X em po.

Entretanto, os espectros raman dos polimorfos foram similares.

Figura 11 - Espectro Raman dos polimorfo f3 € a.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os espectros apresentam apenas uma pequena diferenca na regido de vibracao em
~ 412 cm’!. Isso pode ter ocorrido devido ao fato das substincias, apesar de diferentes

estruturalmente, possuirem vibragdes moleculares semelhantes.

5.1.4 Classificagdao dos polimorfos

Os polimorfos podem ser classificados de duas maneiras distintas: sistemas
enantiotropicos ou monotrdpicos. Os polimorfos enantiotropicos referem-se aqueles que
possuem uma transicao reversivel da estrutura cristalina, ou seja, eles possuem a capacidade de
voltarem a sua estrutura inicial. Em contrapartida, os polimorfos monotrdpicos sao aqueles que
ndo possuem a transicdo da estrutura cristalina para outra de forma reversivel (BERNSTEIN,

2002).
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Para sistemas enatiotropicos, a transicdo reversivel ocorre a uma temperatura
definida, antes da temperatura de fusdo. O mesmo ndo ocorre para sistemas monotropicos, os
quais nao ha esse tipo de transi¢ao. As transi¢des sempre advém de um polimorfo menos estavel
para um polimorfo mais estavel, que normalmente ndo € o mais interessante para industria
farmacéutica, visto que os polimorfos mais estdveis sdo aqueles que possuem uma menor
solubilidade e, consequentemente, uma menor biodisponibilidade. Os polimorfos mais estaveis
sao aqueles que apresentam uma menor energia livre de Gibbs, em determinada condicao de
temperatura e pressao (BERNSTEIN, 2002).

Dessa forma, ¢ sensato afirmar que os polimorfos da riparina I tratam-se de
polimorfos monotrdpicos, ou seja, polimorfos que nao dispde de uma transicao reversivel das

estruturas cristalinas.

5.2 RIPARINA 11

5.2.1 Descrigdo da estrutura cristalina

A riparina II cristaliza em um hébito cristalino colunar, visualizado na Figura 12, e
um sistema cristalino monoclinico, pertencente ao grupo espacial P2i/c. Apresenta duas
moléculas por unidade assimétrica e oito por cela unitaria, conforme ilustrado na Figura 13.

Figura 12 - Cristal da riparina II.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Projecdo do eixo a da cela unitaria da riparina II.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Possui os seguintes parametros de cela: a = 6.4596 A; b=29.3377 A; ¢ = 14.8989

A; B=97.116°, estando os demais dados cristalograficos ilustrados na tabela abaixo:

Tabela 2 - Dados cristalograficos da riparina II.

Foérmula empirica

Peso molecular
Temperatura
Sistema cristalino
Grupo espacial
a/A

b/ A

c/ A

p/re

Volume (A%)
R-fator (%)

7/’

p/mm’!

Radiac¢do
Tamanho do cristal/mm?

Fonte: Elaborada pelo autor.

C,H,,NO,

167717
271.30
293(2)
Monoclinico
P2 /c
6.4596(4)
29.3377(18)
14.8989(9)
97.116(2)
2801.74
3.21
82
0.724
CuK\a
0.366 x 0.259 x 0.196

A unidade assimétrica da riparina II, ilustrada na Figura 14, ¢ constituida por duas

moléculas que ndo se sobrepdem. Por fins didaticos, a primeira molécula ira ser chamada de

molécula A e a segunda de molécula B.

A configuragdo molecular ¢ definida por trés planos, sendo o primeiro composto

pelo grupo metil-amida, o segundo plano composto pelo primeiro anel aromatico, que sera
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denominado de R1 e o terceiro plano composto pelo segundo anel aroméatico, denominado de
R2.

Figura 14 - Unidade assimétrica da riparina II.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A riparina I, que possui sua estrutura cristalina elucidada por Marques et al. (2005),
dispde apenas de uma molécula por unidade assimétrica e duas por cela unitaria. Como
mencionado previamente, a unica diferenca entre a riparina I e I € a substituicdo da hidroxila
no primeiro anel aromatico. Quando comparado os angulos entre os &tomos C2A e H2A+**O7A
na riparina I e II, tém-se os respectivos angulos: 96,09° e 91,28°. Essa diferenca nos dngulos
pode-se ser explicada pela ligagdo intramolecular O7A<seH2A—O02A formada na riparina II
devido a presenca da hidroxila no primeiro anel aromatico, ausente na riparina 1.

Essa ligagdo causa uma torsao, aproximando o O7A do R1, causando uma torsao
de 6,08, enquanto na riparina I essa torsdo ¢ de 15,96. Dessa forma, corroborando com os dados
obtidos no espectro de infravermelho, nos quais ha uma a diferenca na banda de vibrag¢do na
regido do N-H. Além disso, a auséncia da intera¢do intramolecular na riparina [ e uma maior
torsdao podem causar uma desordem na molécula, o que pode explicar seu fator R de 7.36%.

As duas moléculas presentes na unidade assimétrica estdo unidas através da ligacao
intermolecular HOB—C6Be+*C7A, crescendo ao longo do eixo a, contudo, para que isso ocorra,
a ligagdo intermolecular C8B’ee*sH8B’1—04A’ deve acontecer. Ambas ligagdes sdo
responsaveis pela unido das duas moléculas ao longo do eixo a. A estrutura cristalina cresce ao
longo do eixo B devido as duas ligagdes intermoleculares: NSA’—H8A’3+eeO2A ¢ N8B’—
H8B’3+¢«02B, sendo também responsaveis pelo crescimento ao longo do eixo c. Bem como as
ligagdes intermoleculares C2B’—H2B’++«O7B e C8B’— H8B’1 ***O4A’ sdo responsaveis

pelo desenvolvimento do eixo c.
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As ligagdes de hidrogénio presentes entre as duas moléculas de riparina II, que
formam a unidade assimétrica, estdo resumidas na Tabela 3. A tabela traz as distancias entre os
doadores (D) e os hidrogénios (H), e as distancias entres os hidrogénios e os aceptores (A) e
por fim, as distancias entre os doadores e aceptores. A Tabela 3 também ilustra os angulos entre

as ligacdes D—H:--A.

Tabela 3 - Liga¢des intermoleculares na riparina II.

Tipos de ligacdo D—H--A D—H (A) H--A (A) D---A(A) D—H--A(°)
Intramolecular O2A— H2A--O7A 0,90 1,66 2.504 156
Intramolecular O2B— H2B++=O7B 0,92 1,65 2.502 153
Intermolecular NSA’—HS8A’3---O2A 0,86 2.14 2.906 148
Intermolecular N8B’—H8B’3---O2B 0,86 2.11 2.909 155
Intermolecular C8B—’H8B’1---0O4A’ 0,70 2,669 3.626 147
Intermolecular C2B’—H2B’---O7B 0,93 2,53 3,446 171

Legenda: D= doador; H= hidrogénio; A= aceptor

Fonte: Elaborada pelo autor.

Diferente da riparina II, a riparina I possui apenas duas principais ligagdes
intermoleculares e nenhuma ligacdo intramolecular. A auséncia de uma forte ligacdo
intramolecular e de distintas ligagcdes intermoleculares pode também explicar o ponto de fusdo

mais baixo em relagdo da riparina II, que sera discutido no item 6.4.

5.2.2 Difracgao de raios-X em po

A difracdo de raios-X em po foi realizada com a finalidade de comprovar que o
cristal analisado no raio-X de monocristal, para determinagdo da estrutura cristalina da riparina
I1, € representativo de toda a amostra.

Dessa forma, o padrao de difra¢do calculado e experimental estdo demonstrados na

figura a seguir:
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Figura 15 - Padrao experimental (a) e padrao calculado (b) da riparina II.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dois difratogramas sdo similares, ndo apresentando nenhuma diferenca entre
seus padroes de difracdo, concluindo-se assim, que a amostra elucidada através do uso do raio-

X de monocristal € representativa do todo.

5.2.3 Espectroscopia vibracional

Andlises no Raman e infravermelho foram realizadas com a finalidade de
determinar as vibragdes moleculares da riparina II, e comparar com o espectro de infravermelho
reportado na literatura da riparina I.

O espectro de infravermelho da riparina I foi publicado por Marques et al. (2005),
o qual ele discute as bandas de vibragdo, as relacionando com cada grupo funcional presente na
sua estrutura quimica. Os espectros de Raman e infravermelho da riparina II estdo ilustrados na

Figura 16.
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Figura 16 - Espectro infravermelho e Raman da riparina II.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os espectros de infravermelho e Raman apresentam significantes nimeros de picos,
contudo, apenas as vibragdes moleculares dos principais grupos funcionais foram analisadas.
De acordo com o que foi reportado na literatura a frequéncia de 1680-1630 cm™! representa a
banda de vibracdo de C=0O em amidas secundarias. A riparina II apresentou uma banda de
vibracdo em ~ 1644 cm™'.

Essa banda de vibra¢do corroborada com o que foi reportado por Marques et al.
(2005), que indica 0 modo de vibragio para amida secundaria da riparina I em ~ 1638 cm™.

A frequéncia em 1566-1474 cm™! representa bandas de vibragio de N-H em amidas
secundarias. Na riparina II, a amida secundaria ¢ responsavel por trés ligacdes de hidrogénio
intermoleculares, e possui um modo de vibragdo em ~ 1511 cm’!. Em contrapartida, Marques
et al. (2005) indica para riparina I uma vibragdo de ~ 3325 cm™!. Essa diferenca nos modos de
vibra¢do do N-H para ambas riparinas pode ser explicada pela deformacdo causada devido a
forte ligagdo de hidrogénio intramolecular em O2A—H2A<***O7A para riparina II.

Marques et al. (2005) analisou as bandas de vibragdo da riparina III, nas quais ele
afirma que o modo de vibragdo em ~ 3463 cm™ corresponde a regidio do OH decorrente da
ligacdo de hidrogénio com o C=0, que ndo esta representado na riparina I, por ndo possuir esse

substituinte. De forma similar, a riparina Il apresenta uma frequéncia de vibracao em 2991 cm’

1
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O espectro Raman da riparina II esta ilustrado na Figura 17, simultaneamente com

o da riparina I.

Figura 17 - Espectro Raman da riparina I e II.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os espectros Raman da riparina I e II sdo bastante similares, possuindo as bandas
de vibracdes correspondentes para cada grupo funcional principal. Possuem, entretanto, uma
diferenca principal, que est4 relacionada ao modo de vibragio em ~ 3319 cm™! presente no
espectro da riparina I e referente a frequéncia de vibragdo do NH. Devido a torsdo presente na

molécula da riparina II, o seu espectro Raman nao possui essa banda de vibragao.

5.2.4 Andlise térmica

A Figura 18 apresenta a curva de DSC/TG da riparina II, realizada no equipamento

STA sob uma programacao de temperatura controlada e atmosfera controlada nitrogénio.
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Figura 18 - Curva de DSC/TG da riparina II.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A curva de DSC da riparina II apresentou apenas um evento, no qual se trata de um
evento endotérmico referente a fusdo da amostra. Tem inicio em 107,3°C e término em 116°C.
Ressalta-se que a riparina I apresenta uma temperatura inicial de fusdo a 88°C. Assim como a
ligacdo intramolecular O2A— H2 ss« O7A, presente na riparina II e ausente na I, ¢ a causadora
principal de algumas diferencas fisicas e quimicas entre as duas substancias, 0 mesmo acontece
na analise térmica. Dessa forma, o ponto de fusdo maior da riparina II em relagao a riparina I,
pode ser explicado por esta ligacao intramolecular O2A— H2 ++» O7A, que necessita de uma
maior energia para que o processo de fusdo ocorra.

Bem como, a riparina I, a riparina II se decompde depois de 200°C, podendo estar

associado a hidrélise, visto se tratar de uma amida secundaria.
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6 CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo avaliar fisico-quimicamente as riparinas I e II e para
tal fim diversas técnicas foram utilizadas.

Foi possivel determinar o perfil térmico da riparina I, através do DSC e STA e da
difragdo de raios-X em po6. Quatro diferentes difratrogramas foram obtidos e analisados,
determinando, assim, quatro diferentes polimorfos, sendo eles polimorfo B3, a, d e y. A riparina
I elucidada por Marques et al. (2005) foi comparada aos polimorfos identificados por este
trabalho, concluindo que amostra reportada na literatura se trata do polimorfo a.

As temperaturas de fusdo da riparina I e II foram determinadas, bem como, a
temperatura de suas decomposicdes, estando associada a hidrdlise das amostras, visto se
tratarem de duas amidas secundarias.

A estrutura cristalina da riparina II foi determinada, possuindo um sistema cristalino
monoclinico, pertencente ao grupo espacial P2/c. Possui uma liga¢do intramolecular O7A oo
H2A—O2A devido a substitui¢do de uma hidroxila no primeiro anel aromatico, ausente na
riparina I, que lhe conferiu um modo de vibrag@o, nos espectros de infravermelho e Raman,
distintos quando comparado aos espectros da riparina I. O ponto de fusdo relativamente mais
alto da riparina II também pode ser explicado pela presenga da ligacdo intramolecular, que
causa maior estabilidade nesta substancia.

Difracao de raios-X em p6 da riparina II foi realizado e analisado, comparando-se
ao difratograma obtido pelo raio-X de monocristal. Os dois difratogramas foram similares, logo,
concluindo-se que a amostra usada para determinagdo da estrutura cristalina da riparina II &
representativa de toda a amostra.

Os dados obtidos tiveram qualidade adequada e a discussdo em cima desses
resultados abrangeu todos os pontos importantes para o entendimento deste estudo. Portanto,

conclui-se que todos os objetivos deste trabalho foram alcancados com éxito.
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