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RESUMO

As riparinas sdo alcamidas naturais, que foram isoladas a partir da Aniba riparia e
posteriormente sintetizadas. A substituicdo dos hidrogénios por grupos hidroxila no
primeiro anel aromatico distingue as riparinas Il e I11. As riparinas I, Il e 1l apresentaram
diversos efeitos terapéuticos potenciais em estudos pré-clinicos em modelos
comportamentais animais, incluindo efeitos antidepressivos, ansioliticos e anti-
inflamatdrios. Dada a influéncia da estrutura cristalina sobre as propriedades fisico-
quimicas, torna-se evidente a importancia da caracterizacdo destas propriedades e da
elucidagdo cristalina de uma molécula candidata a fa&rmaco. Portanto, este trabalho teve
como objetivo principal elucidar as estruturas cristalinas das riparinas, além de realizar
estudos espectroscopicos, térmicos, fisico-quimicos com intuito de identificar possiveis
polimorfos. Este estudo também teve o objetivo de avaliar o perfil de solubilidade das
riparinas. Para alcancar estes resultados, varias técnicas foram utilizadas, tais como:
espectroscopia Raman e infravermelho, termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), espectrofotémetria ultravioleta-visivel (UV/VIS), difracdo de raios-X
de p6 (DRXP) e difracdo de raios-X em monocristal (DRXM). As estruturas cristalinas
das riparinas foram determinadas. Apesar da riparina | possuir sua estrutura cristalina
reportada na literatura, este trabalho conseguiu identificar e elucidar um polimorfo desta
molécula, o qual cristalizou em um sistema cristalino monoclinico, com uma molécula
por unidade assimétrica e quatro por cela unitaria. A riparina Il também exibiu um sistema
monoclinico, com duas moléculas por unidade assimétrica e oito por célula unitéria,
enquanto a riparina 11, embora também apresentasse um sistema monoclinico cristalino,
exibiu uma molécula por unidade assimétrica e duas por célula unitaria. As caracteristicas
estruturais e conformacionais das trés riparinas levaram a diferencas fisico-quimicas,
térmicas e espectroscopicas entre elas. Também foi possivel avaliar e discutir o

polimorfismo das riparinas I e 111.

Palavras-chave: Riparinas. Difracdo de raios-X. Elucidacdo de estrutura cristalina.
Polimorfismo. Espectroscopia vibracional. Analise térmica. Estudo de solubilidade.



ABSTRACT

Riparins are natural alkamides, which have been isolated from Aniba riparia and
subsequently synthesized. The substitution of hydrogens by hydroxyl groups in the first
aromatic ring distinguishes riparins 1l and I1l. Riparin I, Il and Il showed several
potential therapeutic activity in preclinical studies, such as antidepressant, anxiolytic and
anti-inflammatory effects. Given the direct influence of the crystalline structure on the
physico-chemical properties, the importance of the characterization of these properties
and the crystalline elucidation of a drug candidate molecule becomes evident. Therefore,
this contribution has as main objective to elucidate the crystalline structures of riparins,
besides conducting a thermal and physicochemical studies in order to identify possible
polymorphs. This study also has the objective to evaluate the solubility of the compounds.
To achieve the results, several techniques were used, such as: Raman and infrared
spectroscopy, thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC),
ultraviolet—visible spectrophotometry (UV/VIS), X-ray powder diffraction (XRPD) and
single-crystal X-ray diffraction (SCXRD). The crystalline structures of riparins were
determined. Despite riparin | has its structure elucidated and reported in the literature, it
was possible to determine the crystalline structure of a polymorph, which presented a
monoclinic crystalline system, one molecule per asymmetric unit and four molecules per
unit cell. Riparin Il also exhibited a monoclinic system, with two molecules per
asymmetric unit and eight per unit cell, while riparin Ill, though also presented a
monoclinic crystalline system, exhibited one molecule per asymmetric unit and two per
unit cell. The structural and conformational characteristics of the three riparins lead to
physical-chemical, thermal and spectroscopic differences. It was also possible to evaluate

and discuss the polymorphism of riparin I and 111.

Keywords: Riparins. X-Ray Diffraction. Crystalline structure elucidation.

Polymorphism. Vibrational spectroscopy. Thermal analysis. Solubility profile.



INDICE DE FIGURAS - PARTE |

Figura 1 - Estrutura quimica das Fparinas. .........c.ccoereerereeneneseese e 16
Figura 2 - Possiveis arranjos em s6lidos farmacutiCos. ............cccevvvverivere e seese e 18

Figura 3 - Curva de calibragéo das riparinas lo,, e Hl.......cocooiiiiiiiiis 26



INDICE DE FIGURAS — PARTE II

Figure 1 - Chemical structure of rparins...........ccooeieieiiieieiee e 29
Figure 2 - ORTEP plots of the asymmetric units of riparins (a) IB, (b) Il and (c) IlI. .. 33
Figure 3 - Comparison of the molecular conformation of the riparin molecules: la (blue),
IB (lilac), 11 conformer A (red), Il conformer B (orange) and 111 (green). .........ccccueee.. 34
Figure 4 - Molecular chains observed in the crystalline structures of riparins (a) I, (b) I
L0 T0 I (o) T 1 1 OSSR 36
Figure 5 - Unit cells of riparins (a) lo, (b) IB, (c) Il and (d) Il showing the

CHeeen interactions. Hydrogens were removed for clarity. ........c.ccoocevvriiinencicninnnn 37
Figure 6 - Hirshfeld surfaces and 2D-fingerprints of riparins I, Il and II. ................... 39
Figure 7 - DSC/TG curves of riparins o, I and HI. ... 40
Figure 8 - DSC curves of heating/cooling cycles of as received riparin| .................. 41
Figure 9 - Hotstage analysis at 31.7 °C (a), 117.7 °C (b), 124.4 °C, 128.6 °C (d), 87.9 °C
(€) AN 74.2 PC (1) iteeii ettt e re e e re s 42

Figure 10 - X-ray powder diffraction patterns of a heating/cooling cycle (bottom to top)
of the as received riparin I. The calculated patterns from polymorphs la. and I were
INCluded fOr COMPAISON. ......iiiiiiiiiiei e 43
Figure 11 - Powder X-ray diffraction measurements of riparin Il compared with the

calculated pattern From Ty, ..o 44
Figure 12 - Solubility profiles of riparins lo,, I and HIow. ... 45
Figure 13 - Espectro infravermelho (a) e Raman (b) da riparina Il..........c.cccccocenvnnnnne 49
Figure 14 - Espectra Raman da riparina o (&) € Hly (D). coooviiiiiiiis 51
Figure 15 - Espectros Raman da riparina la (a) € I (). ...ooeviiiiiiiiiis 52

Figure 16 — Espectros infravermelho das riparinas la (a), 11 (c) e 11l (e) antes do ensaio
de solubilidade e espectros infravermelhos das riparinas lo (b), Il (d) e Il (f) apds o

BNISAI0. ceeeeeeeeeeeee 53



INDICE DE TABELAS

Table 1 - Crystallographic data of the riparins. ..........ccccoeiiiiiiniiic e 32
Table 2 — Selected dihedral and interplanar angles (°) of riparin molecules in the
corresponding aSYMMELFIC UNITS. .....ecviieeiieiieieee e 34
Table 3 — Hydrogen bonds of riparins showing the distances and angles between the
donors (D), hydrogens (H), and acCeptors (A). ..cc.eoueieererieeiieneeie e 35



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DRXM Difracédo de raios-X em monocristal

DRXP Difracdo de raios-X de po

DSC Calorimetria exploratdria diferencial (Differential scanning calorimetry)
FTIR Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

HS Superficie de Hirshfeld (Hirshfeld surface)

IFA Insumo farmacéutico ativo

lo Riparina la

B Riparina I

ly Riparina ly

15 Riparina 15

A Riparina 1A

1B Riparina 11B

o Riparina Illa

g Riparina I11p

Iy Riparina Illy

SCXRD Single-crystal X-ray diffraction

TG Termogravimetria (Thermogravimetry)

UV/VIS Espectrofotdmetro ultravioleta-visivel (Ultra-visible spectrophotometer)

XRPD Single-crystal X-ray diffraction



SUMARIO

L INTRODUGAO ......coceceeeeeeeeeetee e tee ettt nee s 14
1.1 Aniba riparia € MPariNaS.........c.cccveiueiiereeiiesieseeeseese e e e steeae e e e esaesraesreaneeas 15
1.2 Estudos de pré-formulagdo ...........ccevveiieiiiieii e 17
1.3 Cristalografia e formas cristalinas de farmacos..........ccoccocvvvviieiiereicnece e 17
1.3.1. POIIMOITISINO ..ttt sre e 18
1.4 Determinacao da estrutura Cristaling ............ccccceevveiieii i 19
1.5 Espectroscopia no infravermelno @ Raman ............cccoveieiieie s 20
1.6 Propriedades DIOfarmacBULICAS ...........cceiiiiiiiiiieee e 21

2 OBIETIVOS ...ttt ettt b e bt se b e s ae s eneaae e 22
2.1 ODJELIVO GBIaAL: ...t 22
2.1 ODjetivos ESPECITICOS: ..ocviiieiieie et 22

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..ot 23
3.1 PreparaGao das @MOSIIAS .......cveveiueriiriiiiiniesiieieie ettt nneas 23
3.2 Varredura de POlIMOITOS.........ccviiiiiie e 23
3.3 Difracdo de raios-X de monoCristal...........ccccvieeiieiiiicie e 23
3.4 Difrac8o de raios-X A8 PO......ccueiiereiriiiiee e 24
3.5 ANALISE TEIMICA.....eveiieiee ettt e snesraeneas 24
3.6 MICrOSCOPIA OPLICA ..c.vvevveiieiecie ettt nas 25
3.7 Espectroscopia VIbracional ..............ccceiiiieiiie i 25
3.8 Determinagdo da SOIUDIHAAE ..........cceiiiiiiiiicc e 25

4 RESULTADOS E DISCUSSAOD ...t een e s 27
4.1 Artigo submetido: Polymorphism in natural alkamides from Aniba riparia (Ness)
VIBZ ettt Rt bbbt h e e b e b e b e e nae e b aneas 27
4.2 Anélise por espectroscopia VIbracional ..o 49

5 CONCLUSOES GERALS .....oovviiiiiiiiieies ettt 54

REFERENCIAS ..o et e e e e e e et e et e e e et e e et e e es e e e e e er e e eneee s 56



14

1 INTRODUCAO

As matérias-primas vegetais ttm uma grande importancia no desenvolvimento e
formulagdo de farmacos, podendo ser utilizadas substancias isoladas ou, até mesmo,
sintetizadas a partir do derivado vegetal de uma planta (SIMOES et al., 2017).

Além de precisarem apresentar efeitos terapéuticos desejaveis e baixa toxicidade,
as substancias isoladas ou sintetizadas de plantas, devem apresentar caracteristicas fisico-
quimicas apropriadas, garantindo assim a eficacia e qualidade do produto. Para isto, as
propriedades fisico-quimicas destas moléculas devem ser estudadas durante a fase da pré-
formulacéo.

A pré-formulacdo, por sua vez, tem inicio apds verificar que farmacos recém-
sintetizados ou recém-descobertos apresentam atividade bioldgica em modelos pré-clinicos. A
fase da pré-formulacdo visa o estudo das propriedades fisico-quimicas destas moléculas, visto
a necessidade de boas caracteristicas para um bom desempenho de uma futura forma
farmacéutica. Portanto estes ensaios consideram as propriedades fisico-quimicas que sdo
passiveis de afetar desempenho, eficacia ou seguranga (AULTON, 2016).

Uma das propriedades fisico-quimicas mais importantes para o desenvolvimento de
novos farmacos é a solubilidade, pois antes que um ativo chegue em seu local de acdo, ele
necessita estar molecularmente disperso. O estudo da solubilidade é critico para formulacdes
de drogas orais. Estas propriedades, ainda, podem ser divididas em intrinsecas e derivadas, a
ultima sendo afetada pelo comportamento em massa da substancia, ou seja, se 0s compostos se
encontram na forma de po ou de cristais (AULTON, 2016).

Considerando a forma cristalina das substancias, a Cristalografia se torna chave
principal para o estudo e caracterizagdo das substancias candidatas a farmacos, ja que estuda a
forma pela qual os atomos estéo ordenados em um cristal. Além disso, este trabalho preocupou-
se em avaliar outras possiveis formas cristalinas, que pudessem afetar o desempenho das
moléculas estudadas, como a presenca do fenémeno do polimorfismo. Tornou-se, entao,
relevante a varredura de possiveis polimorfos, para assegurar que os estudos futuros sejam
realizados com a forma sélida cristalina mais estavel.

Este trabalho focou no estudo de trés alcamidas sintetizadas a partir do fruto verde
da Aniba riparia, que apresentaram potenciais efeitos terapéuticos em estudo pré-clinicos em
modelos animais, visando otimizar o estudo de um novo insumo farmacéutico ativo, fornecendo

informacdes sobre o perfil de solubilidade, além de fornecer informacdes sobre as estruturas
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cristalinas e a presenca de polimorfismo nestas substancias. Dessa forma, auxiliando a
compreensdo do comportamento destas moléculas e favorecendo os estudos pré-clinicos e

posteriores estudos clinicos.

1.1 Aniba riparia e riparinas

As plantas medicinais sdo continuamente importantes para sociedade e até o século
XIX estes produtos constituiam os principais recursos terapéuticos. A partir do século XX, com
0 avanco da tecnologia e o crescente estudo cientifico das plantas medicinais, a utilizacdo das
substancias ativas isoladas teve uma ascenséo (SIMOES et al., 2017).

O aumento na utilizagdo das sustancias ativas isoladas ocorreu devido as vantagens
referentes a esse tipo de produto, como maior reprodutibilidade, seguranca e qualidade das
substancias em relacdo a uma mistura complexa de substancias presentes na droga ou no
derivado vegetal (SIMOES et al., 2017).

Atraveés do aumento da utilizacdo destas substancias, diversos farmacos importantes
como codeina, utilizada como analgésico, e vimblastina, indicada no tratamento de neoplasias,
foram formulados, demonstrando, assim, a importancia das matérias-primas vegetais como
insumos farmac@uticos ativos (IFAs), ainda que sintéticas (SIMOES et al., 2017).

Este estudo teve como proposta o estudo de trés alcamidas sintetizadas a partir da
Aniba riparia, uma planta comumente encontrada na regido da Amazonia. Desta planta, foi
possivel isolar diversos compostos a partir do seu fruto verde, como benzilbenzoatos,
feniletilaminas (O-metil-tiramina), alcaloides e, em particular, as alcamidas utilizadas neste
estudo (BARBOSA-FILHO, 1987).

O género Aniba faz parte da familia Lauraceae, popularmente conhecida como
“louro” na Amazodnia, abrangendo cerca de 40 espécies de plantas, sendo possivel encontrar
esse género na Amazonia e na Guiana. Andlises quimicas também foram realizadas nas cascas
do caule, de onde foi possivel identificar e isolar diversos compostos quimicos, como
flavonoides, benzilbenzoatos e benzaldeidos (BARBOSA-FILHO, 1987).

As acalmidas utilizadas neste trabalho sdo produtos de metabolizacdo, sendo entéo,
metabolitos secundarios, considerados compostos bioativos que apresentaram previamente
resposta sobre células do sistema nervoso central (BARBOSA-FILHO, 1990). Os metabdlitos
secundarios sdo substancias quimicas presentes, principalmente, em plantas silvestres com a
funcdo primordial de protecdo. Estes metabolitos podem ser classificados em trés grandes
grupos: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides (CROTEAU et al., 2000).
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Essas alcamidas constituem um grupo especial de alcaloides, por possuirem uma
funcdo amida restrita a poucos representantes da natureza, sendo formadas a partir da
condensacgédo de um acido graxo saturado e uma amina (HOFER et al., 1986). Para este estudo
foram utilizadas as seguintes alcamidas, que foram isoladas e posteriormente sintetizas a partir
da Aniba riparia: A N-benzoiltiramina (riparina I), N-(-2-hidroxibenzoil) tiramina (riparina 1)
e N-(2,6- dihidroxibenzoil) tiramina (riparina 111) (BARBOSA-FILHO, 1987). A diferenca
entre as trés riparinas se da pela substituicdo de hidrogénios no anel aromatico por uma ou duas

hidroxilas nas riparinas Il e 111, respectivamente (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica das riparinas.
R,

Riparma I: R; =R, = H; Ry= OCH;
Riparina II: Ry = OH; R, = H; R;=0OCHj,4
Riparina III: R; = OH; R, = OH; Ry = 0OCH;

NH

0 R,
R,

Essas substancias apresentaram potenciais efeitos terapéuticos em testes pré-
clinicos em modelos animas em neurociéncia e baixa toxicidade in vitro (SILVEIRA, 2007).
Entre estes estudos, as riparinas apresentaram potencial efeito ansiolitico e antidepressivo
(LOPES et al., 2018) (VASCONCELOS et al., 2015) (TEXEIRA et al., 2013) (MELO et al.,
2013). Além disso, as riparinas | e 111 demonstraram efeito relaxante sobre a musculatura lisa
(MARQUES et al., 2005), enquanto a riparina Il apresentou potencial efeito anti-inflamatério
(DE CARVALHO et al., 2013).

A estrutura cristalina de uma substancia pode estar diretamente relacionada com
suas propriedades fisico-quimicas, que por sua vez, podem influenciar na atividade terapéutica
deste composto (THAKRAL et al., 2018). Portanto, estes resultados evidenciam a relevancia
do estudo das propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, dissolucdo e estabilidade, bem
como a determinagdo das estruturas cristalinas das riparinas.

Embora a riparina | possua sua estrutura cristalina reportada na literatura, nao
existem dados acerca da elucidagéo estrutural das riparinas Il e 11l (MARQUES et al., 2005).
A riparina | e Il também possuem estudo de espectroscopia vibracional na literatura, ndo
havendo dados acerca da riparina 1. Além disso, diferentes lotes da riparina | foram avaliados
através de estudo térmico e microscopia eletrénica (MOURA et al., 2017). Apesar destes

estudos, ainda ha a necessidade da caracterizacdo das riparians 1l e Ill, aléem da varredura de
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polimorfismo destas substancias e avaliacdo de propriedades biofarmacéuticas, como perfil de
solubilidade.

1.2 Estudos de pré-formulagao

A pré-formulagdo é definida como a etapa de desenvolvimento de um novo
farmaco, que tem por finalidade a caracterizacdo fisico-quimica de drogas candidatas. Esta
etapa visa selecionar os candidatos a farmacos e a otimizacédo da fase da formulacéo, através da
escolha sobre o desenho da forma farmacéutica mais adequado (AULTON, 2016).

A fase da pré-formulacdo visa identificar propriedades fisico-quimicas relevantes
para o desenho de futuras formas farmacéuticas e otimizacdo do processo de fabricacdo
(LOPALCO et al., 2019). Portanto, para o desenvolvimento destas formas farmacéuticas, cujo
farmaco seja biodisponivel, é necessario conhecer e caracterizar as propriedades fisicas e
quimicas destas moléculas, que afetam diretamente o processo farmacéutico, sua estabilidade e
compatibilidade com excipientes. Além de afetar também o processo de solubilizagdo e
dissolucdo, influenciando assim, a sua biodisponibilidade.

As propriedades fisico-quimicas de uma substancia podem ser divididas em
propriedades intrinsecas e propriedades derivadas, onde as primeiras sao inerentes a molécula
da substancia, podendo ser alteradas somente quando ha alteragdo na sua estrutura quimica. As
propriedades derivadas, porém, sdo definidas como propriedades que dependem do
comportamento em massa da substancia. Portanto, a Ultima ira depender se 0s compostos se
encontram na forma de p6 ou de cristais (AULTON, 2016).

Por fim, as possiveis transformac@es das formas cristalinas, ao longo do estudo,
foram consideradas, pois duas ou mais formas polimorficas podem existir, levando a diferentes
propriedades termodindmicas e propriedades fisico-quimicas, podendo afetar a
reprodutibilidade, processo de fabricacéo e a performance destes compostos (SIGFRIDSSON;
LINDSJO; PAULSSON, 2019). A varredura e controle destas mudancas foi realizada com
intuito de determinar a forma mais estavel (NEWMAN; BYRN, 2003).

1.3 Cristalografia e formas cristalinas de farmacos

A Cristalografia é definida como a area da ciéncia que estuda a forma pela qual os
atomos estéo organizados dentro de um cristal e a forma pela qual a ordem de longo alcance é
ocasionada. A relevancia desta area se da pela influéncia da estrutura cristalina sob as
propriedades fisico-quimicas de um composto, afetando, diretamente propriedades inerentes a
seguranca e eficacia de produtos farmacéuticos (TILLEY, 2014) (THAKRAL et al., 2018).
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Os sélidos farmacéuticos podem ser divididos em solidos cristalinos e solidos
amorfos, onde os solidos cristalinos podem ser classificados pela presenca de ordem
tridimensional de longo alcance, nos quais atomos, moléculas e ions estdo ordenados, ligados
por interacdes nao-covalentes, repetindo seu arranjo ao longo de trés dimensdes, como
visualizado na Figura 2 (TILLEY, 2014) (HEALY, 2017). Os amorfos, entretanto, possuem
uma estrutura atbmica aleatdria e ordem de curto alcance (HEALY, 2017).

Os solidos farmacéuticos cristalinos ainda podem ser divididos em outras classes,
como cocristais, solvatos, hidratos e polimorfos, o ultimo tendo sua importancia impar para
estudos de pré-formulacdo de novos candidatos a farmacos e para o desenvolvimento deste
trabalho.

Figura 2 - Possiveis arranjos em solidos farmacéuticos.
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1.3.1. Polimorfismo

O fenébmeno do polimorfismo ocorre quando um composto quimico é capaz de
arranjar-se em duas ou mais formas diferentes no cristal, possuindo a capacidade de cristalizar
em estruturas cristalinas diferentes. O polimorfismo pode alterar inUmeras propriedades fisico-
quimicas, podendo afetar propriedades fisicas e termodinamicas, como solubilidade,
biodisponibilidade, ponto de fuséo e estabilidade (THAKUR, 2015) (BROG et al., 2013).

Os estudos de polimorfismo fornecem uma visdo Gtil para a industria farmacéutica
no desenvolvimento de novas drogas, além de poderem melhorar drogas bem conhecidas
usando modificagdes polimorficas (CENSI; MARTINO, 2015).
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A importancia do polimorfismo torna-se ainda mais evidente para moléculas
oriundas de plantas ao analisarmos a presenca deste fendmeno entre estas moléculas. Alguns
exemplos podem ser apontados ao longo da literatura, como a presenca do polimorfismo em
compostos de origem vegetal como, curcumina, chalconas e a puerarina (MATLINSKA et al.,
2018) (RAMOS et al., 2016) (LI et al., 2012).

O polimorfismo pode ser estudado por trés técnicas principais: microscopia de
hotstage, analise térmica e espectroscopia vibracional no infravermelho e Raman. Todas estas
técnicas foram utilizadas ao longo deste estudo (BROG et al., 2013).

Formas polimorficas de moléculas farmacéuticas podem ser obtidas através de
técnicas de cristalizacdo ou durante o processamento de farmacos. Por este estudo ter trabalhado
com moléculas em fase pré-clinica de desenvolvimento, as quais ndo possuem suas
propriedades fisico-quimicas e estruturas cristalinas elucidadas, foram utilizadas técnicas de

crescimento, além da influéncia da temperatura para realizar uma varredura destes polimorfos.

1.4 Determinacado da estrutura cristalina

A determinacdo e o estudo do arranjo atdmico ordenado em um cristal sdo possiveis
desde o inicio do século XX, através da utilizacdo da difracdo dos raios-X. Ap6s a descoberta
que os raios-X podem ser difratados ou espelhados de modo caracteristico, foi possivel atribuir
um padrdo de difracdo para cada composto. Isso tornou-se possivel pois a intensidade e a
posicdo dos feixes difratados ocorrem de acordo com o arranjo dos atomos. Além disso, eles
dependem de outras propriedades, como numero atdmico (TILLEY, 2014) (HASEGAWA,
2012).

Para determinagéo da estrutura cristalina das riparinas foi utilizado a difracdo de
raios-X em monocristal, a qual necessita de um unico cristal para resolver a estrutura
tridimensional de uma molécula (HASEGAWA, 2012).

Para obtencdo de cristais para elucidagdo das estruturas cristalinas, foi utilizado a
técnica de crescimento de cristais. Esta técnica esta relacionada a formacao estavel de ndcleos
cristalinos, sendo necessario que haja uma supersaturacdo da solugdo na qual o composto de
interesse esteja inserido. A supersaturacdo pode ser obtida por diferentes meios, dentre eles a
evaporacédo do solvente por aquecimento e/ou resfriamento da solucdo (TILLEY, 2014).

Diversas técnicas podem ser empregadas para obtencdo de cristais de produtos
farmacéuticos, as quais neste estudo foi utilizada a evaporagéo lenta.

A técnica de obtencdo de cristais por evaporacao lenta baseia-se na adi¢ao do IFA

a um solvente ou mistura de solventes. Para isso, o IFA precisa ser solivel no(s) solvente(s)
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utilizado(s) para que haja formacdo de uma solucdo, a qual pode ser mantida a temperatura
ambiente ou em geladeira, a fim de serem submetidos a evaporagdo lenta. Através desta técnica

as formas mais estaveis dos cristais serdo obtidas (NEWMAN, 2013).

1.5 Espectroscopia no infravermelho e Raman

A absorc¢do de radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho depende da
distribuicdo de momentos de dipolo elétricos presentes na estrutura de moléculas organicas e
inorganicas. A espectroscopia vibracional no infravermelho é uma técnica utilizada para
fornecer informacfes sobre propriedades vibracionais e 6pticas de um material estudado
(PAIVA et al., 2015) (LONG et al., 2002).

Para o estudo de compostos organicos, especificamente compostos farmacéuticos,
a regido do infravermelho de interesse refere-se a regido correspondente ao nimero de onda de
4000 a 400 cm, tradicionalmente conhecida como regi&o de infravermelho médio (Medium
Infra-Red — MIR). Quando uma molécula € incidida pela radiacdo no infravermelho, ela é
apenas capaz de absorver esta radiacdo se essas frequéncias equivalerem a suas frequéncias
vibracionais naturais. Por este motivo, a espectroscopia vibracional no infravermelho da
informacdes vibracionais, que correspondem a uma impressdo digital da molécula, pois cada
tipo de ligacdo possui uma frequéncia de vibragdo Unica. Dessa forma, mesmo que dois
compostos diferentes apresentem ligagcfes em comum, as vibracdes geradas por estas ligacoes
poderdo apresentar desvios de frequéncia fazendo com que seus padrbes de absorcdo de
infravermelho sejam diferentes. E importante notar que os movimentos vibracionais dependem
ndo somente dos atomos envolvidas nas ligacdes, mas também do ambiente em que estas
ligagOes estdo inseridas. (PAIVA et al., 2015).

A espectroscopia Raman, por outro lado, baseia-se no espalhamento da luz. Assim
como a absorcdo do infravermelho, o espalhamento é um fenbmeno que ocorre quando ha
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria. O efeito Raman ocorre quando a
frequéncia da onda eletromagnética é espalhada. Quando esta onda espalhada possui uma
frequéncia maior do que a onda incidente, tem-se o efeito anti-Stokes, quando ela é igual tem-
se o efeito Rayleigh ou quando é menor tem-se o efeito Stokes (LONG et al., 2002).

Ambas técnicas de espectroscopia vibracional auxiliam no estudo de caracterizagao
de um material e sdo atrativas por tratarem-se de técnicas n&o destrutivas. E importante ressaltar
que o espalhamento Raman e a absor¢cdo no infravermelho séo técnicas complementares,
devendo, muitas vezes, ser utilizadas em conjunto. Além dessas informacbes, 0 Raman e

infravermelho séo ferramentas valiosas para o estudo de polimorfismo (LONG, 2002).
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1.6 Propriedades biofarmacéuticas

As propriedades biofarmacéuticas referem-se as propriedades responsaveis pela
taxa e absorcéo de um farmaco. Elas podem ser divididas em quatro: propriedades relacionadas
a disponibilidade do farmaco para absorcdo, estabilidade nos fluidos fisiologicos,
permeabilidade e susceptibilidade a depuracdo pré-sisttmica (AULTON, 2016). Para este
trabalho, foi estudado o perfil de solubilidade das riparinas, propriedade referente a liberagédo
do farmaco para solucdo no local de absorcao.

A solubilidade é uma das propriedades mais importantes para o desenvolvimento
de farmacos, pois para que estes sejam absorvidos através das membranas bioldgicas e estejam
biodisponiveis, precisam estar molecularmente dispersos, em outras palavras, em solucao.
Dessa forma, todos os farmacos, exceto aqueles administrados via intravenosa, precisam ser
primeiramente dissolvidos (FLORENCE, 2011). Portanto, torna-se evidente a importancia da
determinacéo da solubilidade de IFAs durante a fase de pré-formulacéo.

A solubilidade € definida como a maior quantidade de farmaco que pode ser
dissolvida em um certo volume de solvente, apds entrar em equilibrio e para que a sua
quantificagdo seja possivel o método “shake-flask” proposto por Higuchi e Connors foi
adaptado para este trabalho.

O método “shake-flask” é um dos métodos mais confiaveis para mensurar a
solubilidade termodinamica de um material e para isto € necessario que a amostra e o solvente
sejam puras (AULTON, 2016). O ensaio para determinacdo da solubilidade baseia-se na
obtencdo de uma solucdo supersaturada, que posteriormente é medida em espectrofotémetro
ultravioleta/visivel (UV/VIS). Para obtencdo desta solucdo, é necessario que se adicione um
excesso da amostra a um determinado solvente, deixando o sistema sob agitacdo. Apds o
equilibrio entre a parte dissolvida e a ndo dissolvida, é necesséario que haja uma separacdo das
duas fases, sendo a filtracdo o método escolhido para ser utilizado neste estudo. Apds a amostra
ser filtrada, a solucdo é medida em espectrofotdmetro UV/VIS e a solubilidade da amostra
determinada. Por fim, uma avaliacdo do material s6lido remanescente deve ser realizada, com
0 intuito de observar se houve alguma transformacéo da fase solida (HIGUCHI; CONNORS,
1965).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

e Identificar e elucidar os polimorfos das riparinas I, Il e Il1.

2.1 Objetivos Especificos:

e Realizar varredura de polimorfos.
e Realizar caracterizagdo estrutural das riparinas.
e Auvaliar as propriedades fisico-quimicas das riparinas.

e Determinar o perfil de solubilidade das riparinas.

22
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Preparacao das amostras

As riparinas foram sintetizadas e fornecidas pela Universidade Federal da Paraiba.
Cristais da riparina Il foram obtidos através da técnica de evaporacgdo lenta, onde a substancia
foi solubilizada em uma mistura de dgua e metanol (2:1), deixando evaporar lentamente por
algumas semanas em temperatura ambiente. As riparinas | e Il ja foram obtidas na forma

cristalina.

3.2 Varredura de polimorfos

A varredura de polimorfos das riparinas I, Il e Il foi realizada em funcdo da
temperatura com o auxilio da andlise térmica, onde as amostras foram submetidas a uma
variacdo de temperatura entre 30 °C até 400 °C e 30 °C até -150 °C, utilizando um DSC Maia
200 F3 a uma taxa de 5K/min.

Também foram realizados ensaios de cristalizacdo através da técnica de evaporagao
lenta para varredura de polimorfismo, onde ndo foi possivel obter e/ou identificar nenhuma

nova forma solida cristalina das riparinas | e 11.

3.3 Difragéo de raios-X de monocristal

A riparina | ja teve sua estrutura cristalina determinada, enquanto que as estruturas
cristalinas das demais riparinas e do polimorfo da riparina | foram determinadas no laboratério
de Cristalografia Estrutural, da Universidade Federal do Ceara.

A coleta de dados de difracdo de raios-X em monocristal (¢ scans e ® scans com k
e 0 offsets) foi realizada em temperatura ambiente em um Bruker-AXS D8 VENTURE
equipado com um gonidémetro Kappa, detector PHOTON Il CPAD, fontes CuKa ou MoKa
INCOATEC IuS 3.0 microfocus. A centralizagdo dos cristais, a determinacdo da célula unitaria,
o refinamento dos parametros celulares e a coleta de dados foram controlados atraves do
programa APEX3 (BRUKER, 2012).

A integracdo da estrutura foi realizada com o uso de SAINT (Bruker) e as
intensidades foram escalonadas e corrigidas de absorcéo usando SADABS (BRUKER, 2001).
Usando Olex2 (DOLOMANOV et al., 2009), a estrutura foi resolvida por faseamento intrinseco
usando SHELXT (SHELDRICK, 2015) e refinada por calculo de minimos quadrados de matriz
completa baseado em F2 para toda a reflex&do usando SHELXL (SHELDRICK, 2007). Todos
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0s &tomos ndo-hidrogénio foram refinados anisotropicamente. As posi¢cGes dos dtomos de
hidrogénio foram calculadas geometricamente e refinadas usando o modelo de “riding”.
Os programas MERCURY (versédo 3.10) (MACRAE, 2006) e VEGA (PEDRETTI

et al., 2004) foram usados para preparar as representacoes das figuras para publicacéo.

3.4 Difracdo de raios-X de p6

Os difratogramas de raios-X de p6 foram obtidos utilizando-se um instrumento
convencional D8 Advanced da Bruker AXS, equipado com um gonidmetro theta/theta,
acoplado na geometria de transmiss@o com porta-amostra fixo e¢ fonte de radiacdo Cu Ka
(0,15419 nm). Este equipamento também permitiu a realizacdo de medidas com variacao de
temperatura através do uso de uma camara Anton Paar, modelo TCU 110. As medidas foram
realizadas sob uma tenséo de aceleracdo de 40 kV e corrente de 40 mA, na geometria de Bragg

Brentano.

3.5 Analise térmica

A Termogravimetria baseia-se na variacdo da massa medida em funcdo do tempo
ou da temperatura, sob uma programacao controlada de temperatura em uma atmosfera
controlada (MENCZEL e PRIME, 2009). A variacdo na massa avaliada na termogravimetria
pode ser devido as transformagbes quimicas, como degradacdo ou decomposicdo, ou as
transformacoes fisicas, como sublimac&o, evaporacdo ou condensacéo.

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

Termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram
realizadas em um Netzsch STA449. As medicbes foram realizadas desde a temperatura
ambiente até 400 °C, a 5 K/min, sob fluxo de nitrogénio, utilizando uma panela de aluminio
aberta, com cerca de 5 mg da amostra.

Curvas de DSC também foram obtidas em ciclos controlados de
aguecimento/resfriamento, os quais foram registradas no equipamento Maia 200 F3 (Netzsch)
em uma faixa de temperatura de 30 a 150 °C a uma taxa de 5K/min. Os sensores e 0s cadinhos

estavam sob fluxo constante de nitrogénio (7O0mL/min) durante o experimento.
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3.6 Microscopia Optica

Os cristais foram colocados em uma l&mina e examinados com um microscopio
optico Leica (Modelo DM2500P), onde foi possivel verificar o habito cristalino.

O microscopio € equipado com uma platina aquecedora, onde foi possivel realizar
termomicroscopia, com o intuito de fornecer informacdes detalhadas sobre o comportamento
do s6lido analisado durante o aquecimento e resfriamento, auxiliando o estudo realizado através

da anélise térmica.

3.7 Espectroscopia vibracional

Os espectros de absorgdo obtidos por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foram registados em um espectrometro Vertex 70V (Bruker
Optics) equipado com um detector DTGS, uma fonte Globar e um divisor de feixe de largo
alcance. Foi utilizado um acessorio de refletancia total atenuada (ATR) de diamante de reflexao
tnica (Platinum, Bruker Optics). Os espectros de 1V foram obtidos a uma resolugdo de 2 cm™.

Os espectros Raman foram obtidos usando um médulo RAM Il acoplado ao
espectrometro FTIR. As amostras foram excitadas com um laser Nd: YAG (1064 nm) e a
radiacdo espalhada registrada com o detector Ge refrigerado com nitrogénio liquido. Espectros
Raman também foram obtidos em um LabRAM HR (Horiba) equipado com detector CCD

refrigerado com nitrogénio liquido, sendo utilizado luz de 633 nm para excitacao.

3.8 Determinacédo da solubilidade

Para determinacgéo da solubilidade, primeiro foi realizado uma varredura entre 200
e 500 nm, em um espectrometro ultravioleta/visivel (UV/VIS) Specord 250 (Analytik Jena),
para identificar o comprimento de onda mais adequado para mensurar a solubilidade das
riparinas la, Il e I11. Posteriormente, foi elaborada uma curva de calibragéo, onde foi preparada
uma solucdo 40% agua e 60% etanol a uma temperatura de 37 °C. Cerca de 5 mg de amostra
foi adicionada a esta mistura de solvente, obtendo assim, uma solugdo-mae, da qual solucgdes
de concentracdo 50 pg/ml, 30 pg/ml, 25 ug/ml, 20 pg/ml e 10 ug/ml foram posteriormente
preparadas.

As curvas de calibragéo das riparinas la, 11 e 111 com o coeficiente de determinacao

e a equacao da reta de regressao estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3 - Curva de calibracdo das riparinas la, 11 e I11.
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A solubilidade, entdo, foi determinada em funcdo do tempo. Cerca de 10 mg de
amostra foi adicionada a um volume de 10 mL de &gua, sendo mantido, sob agitacdo, onde
aliquotas de 0,5 mL foram coletadas em intervalos regulares (5°, 10°, 15°, 30", 45', 60 'e 120'
minutos). As aliquotas foram coletadas e filtradas utilizando filtros de seringa de porosidade
0,45 pm.

A partir do material filtrado foram realizadas diluicbes em triplicata a partir de
aliquotas de 0,2 mL com adicdo de 1,4 mL de agua e 2,4 mL de etanol. Estas solugdes foram
avaliadas a partir do espectrémetro de ultravioleta/visivel (UV/VIS), nos comprimentos de onda
227 nm, 301 nm e 255 nm para as riparinas la, 11 e I11, respectivamente.

O material so6lido remanescente, apds ser separado e secado da solucdo, foi
submetido a uma avaliagdo através da espectroscopia de infravermelho para avaliar se houve

alguma mudanga em relagdo a matéria utilizada no inicio do ensaio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo estd divido em duas se¢des, onde a primeira traz o estudo do
polimorfismo nas riparinas discutido no artigo “Polymorphism in natural alkamides from Aniba
riparia (NEES) MEZ (LAURACEAE) ”, além de realizar uma caracterizagdo estrutural dessas
moléculas. A segunda e Ultima secdo, por sua vez, traz a discussdo referente as analises por

espectroscopia vibracional das trés riparinas.

4.1 Artigo submetido: Polymorphism in natural alkamides from Aniba riparia (NEES)
MEZ (LAURACEAE)

Laura Maria Teodorio Vidal?, Beatriz Pinheiro Bezerra®®, Jéssica Castro Fonseca?, Auriana Serra
Vasconcelos Mallmann®, Francisca Cléa Florenco de Sousa®, José Maria Barbosa-Filho?, Alejandro
Pedro Ayala®

aDepartment of Pharmacy. Federal University of Ceara. Fortaleza — Ceara — Brazil.
® Department of Physics, Federal University of Ceara. Fortaleza — Ceara — Brazil.
¢ Department of Physiology and Pharmacology. Federal University of Ceara. Fortaleza — Ceara — Brazil.
d Institute of Chemistry, Federal University of Paraiba. — Jodo Pessoa — Paraiba- Brazil.

ABSTRACT

Riparins are natural alkamides, which have been isolated from Aniba riparia. The substitution
of hydroxyl groups in the first aromatic ring defined different types of riparins. Riparin I, Il and
I11 showed several potential therapeutic activity in preclinical studies, such as antidepressant,
anxiolytic and anti-inflammatory effects. Given the significance of the physicochemical
characterization and crystalline elucidation of a drug candidate molecule, this contribution has
as main objective to elucidate the crystalline structures of riparins, besides conducting a thermal
and physicochemical studies in order to identify possible polymorphs. This study also has the
objective to evaluate the solubility of the compounds. To achieve the results, several techniques
were used, such as: Raman and infrared spectroscopy, thermogravimetry (TG), differential
scanning calorimetry (DSC), ultraviolet—visible spectrophotometer (UV/VIS), X-ray powder
diffraction (XRPD) and single-crystal X-ray diffraction (SCXRD). The crystalline structures of
riparins were determined. Despite riparin | has its structure elucidated and reported in the
literature, it was possible to determine the crystalline structure of a polymorph, which presented
a monoclinic crystalline system, one molecule per asymmetric unit and four molecules per unit
cell. Riparin 1l also exhibited a monoclinic system, with two molecules per asymmetric unit
and eight per unit cell, while riparin 11, though also presented a monoclinic crystalline system,
exhibited one molecule per asymmetric unit and two per unit cell. The structural and

conformational characteristics of the three riparins lead to physical-chemical, thermal and
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spectroscopic differences. It was also possible to evaluate and discuss the polymorphism of
riparin I and I11.

Keywords: Riparins. X-Ray Diffraction. Crystalline structure elucidation. Vibrational
spectroscopy. Thermal analysis. Solubility profile.

I INTRODUCTION

Most of the active pharmaceuticals ingredients (API) are present in the solid form,
therefore understanding its crystalline structure and how the long range order is produced is
relevant for the study of these compounds. A crystal structure can affect the physicochemical
properties of an API, being related to therapeutic efficacy. It becomes even more evident, then,
the need for understanding the crystalline structures [1].

The physical form of an API is critical for the drug development chain, being the
final step of the API production, tipically crystallization, should be stable and have suitable
solubility and handling characteristics for donwstream processing activities such as
formulation, highlighting the polymorphism. The significance of the polymorphism study of
plant-derived molecules becomes evident, since there are even more examples in the literature,
such as polymorph of curcumin, chalcones and puerarin [2] [3] [4]. Furthermore, when a same
compound present distinct unit cells, presenting polymorphism, that can be responsible for
affecting physicochemical properties, also influencing characteristics such as solubility,
dissolution rate and bioavailability. Thus a detailed polymorphism scan should be performed,
to assure quality, safety and efficacy of drug products [5]. The polymorphism studies provide
a useful overview for pharmaceutical industry in the development of new drugs and improve
well know drugs using polymorphic modifications [6].

N-benzoyl tyramine (riparin I), N-(2-hydroxybenzoyl) tyramine (riparin I1) and N-
(2,6-dihydroxybenzoyl) tyramine (riparin I11) are natural alkamides isolated from the green fruit
of Aniba riparia, a plant original from the Amazon region [7]. Those compounds demonstrated
potential therapeutic effects in preclinical studies in neuroscience animal behavioral models.
Among those results, riparin I, Il and 111 presented potential anxiolytic and antidepressant-like
effects [8-12]. Furthermore, riparin | and Il presented relaxing effect on the smooth muscles
[13], while riparin Il showed potential anti-inflammatory activity [14]. In all the riparins
investigated in this work, the hydroxyl group of the tyramine fragment is substituted by a
methoxy group. Riparins Il and 111 differ from | by the substitution of hydrogens of the benzoyl
aromatic ring (PH1) for one or two hydroxyl groups, respectively, as shown in Figure 1.
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Figure 1 - Chemical structure of riparins.

Riparin I: R} =R, = H; R; = 0OCHj;
Riparin II: R; = OH; R, = H; Ry=0CH;4
Riparin III: Ry = OH; R, = OH; R; = OCHj;

NH

0 R,

Although the crystalline structure of riparin | has been already reported [13] and
different batches of riparin | were evaluated through thermal study and electron microscopy, it
was possible to determine the crystalline structure of a polymorph [15]. Moreover, a detailed
physical-chemical characterization of riparins is still required, including evaluate thermal
profile of the substances. All drugs before be absorbed must be solubilized, thus this article also
aimed to analyze the solubility profile of riparins I, 1l and Ill, since it is one of the most
important properties for a drug candidate [16] [17]. A study of physicochemical properties and
the crystalline structure of these molecules becomes necessary since there are evidence of
results indicating therapeutic potential effect transforms riparins in drug candidates.

For this purpose, the study of crystallography and the use of X-ray diffraction as
technique emerge as a useful way to study these compounds [18]. For the pharmaceutical
industry this study is part of the preformulation phase, which is defined as the stage of
development of a new drug responsible for the physicochemical characterization of candidate
molecules [19]. Therefore, encouraged by the relevance of preformulation and pre-clinical
studies and processing the knowledge that the structure is intrinsically related to the activity of
a compound the aim of this article was to elucidate the crystalline structure of riparins, focusing
on the study of polymorphism, besides perform a thermal, spectroscopic study and determining
the solubility profiles. To accomplish these objectives, several experimental techniques were
used, as Fourier transform infrared (IR) and Raman (RS) spectroscopies, powder X-Ray
diffraction (PXRD), thermogravimetry (TG), ultraviolet-visible spectrophotometer (UV/VIS)

and differential scanning calorimetry (DSC).

Il EXPERIMENTAL SECTION
Sample preparation

Riparin 1, 11 and Il were synthesized and provided by Universidade Federal da

Paraiba. Riparin 11l crystals were obtained through slow evaporation. Riparin Il was
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solubilized in a solvent mixture of methanol and water (2:1) and left to evaporate slowly for a
couple of weeks at room temperature. The raw material of riparin | and Il has already been

obtained in crystalline form.

Powder X-ray Diffraction (PXRD)

Powder X-ray diffraction patterns were obtained using a D8 Advanced Bruker
AXS, equipped with a 6/6 goniometer, operating in the Bragg-Brentano geometry with a fixed
specimen holder, Cu Ka (0.15419 nm) radiation source and a LynxEye detector. The voltage
and electric current applied were 40 kV and 40 mA, respectively. The opening of the slit used
for the beam incident on the sample was 0.6 mm. The sample was scanned within the scan range

of 20 = 5° to 40° continuous scan, with a scan rate of 2 deg min™.

Single-crystal X-ray Diffraction (SCXRD)

Single-crystal X—ray diffraction data collection (¢ scans and o scans with k and 6
offsets) were performed at room temperature on a Bruker-AXS D8 VENTURE equipped with
a Kappa goniometer, PHOTON Il CPAD detector, CuKa or MoKa INCOATEC IuS 3.0
microfocus sources. The crystal centering, unit cell determination, refinement of the cell
parameters and data collection was controlled through the program APEX3 [20]. The frame
integration was performed using SAINT [21] and the intensities were scaled and absorption
corrected using SADABS [21]. Using Olex2 [22], the structure was solved by intrinsic phasing
using SHELXT [23] and refines by full-matrix least- squares calculation based on F? for all
reflection using SHELXL [24]. All non-hydrogen atoms were refined anisotropically.
Hydrogen atom positions were calculated geometrically and refined using the riding model.
The programs MERCURY (version 3.10) [25] and VEGA [26] were used to prepare the artwork
representations for publication. The crystallographic information files of the structures riparin
IB, riparin 11 and I1ly were deposited in the Cambridge Structural Data Base [27], respectively
under the codes 1892485, 1892486 e 1892487. Copies of the data can be obtained, free of

charge, via www.ccdc.cam.ac.uk. All the crystallographic data and refinement parameters of

the novel solid forms are given in Table S1 (Supporting information).

Thermal Analysis

Thermogravimetric (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC) curves
were obtained using a simultaneous thermal analysis equipment (Jupiter STA 449, Netzsch).


http://www.ccdc.cam.ac.uk/
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Around 3 milligrams of the sample were placed in sealed aluminum crucibles with pierced lids.
Measurements were recorded from room temperature up to 400 °C using a heating rate of 5
°C/min. Furthermore, DSC curves in controlled heating/cooling cycles were recorded on the
equipment Maia 200 F3 (Netzsch) in a temperature range from 30 to 150 °C at a 5K.min™ rate.
The sensors and the crucibles were under a constant flow of nitrogen (70mL/min) during the

experiment.

Hotstage Microscopy

A polarized microscope Leica (DM2500P) coupled with a hot-stage Linkam
(FTIR600) was used to submit the crystals to a heating process using temperature programs

under constant monitoring.

Calibration curves

To determine the solubility, a Spectod 250 (Analytik Jena) spectrophotometer was used
to identify the adequate absorbance for riparin I, Il e IlIl. The calibrations curves were
determined using 40% water and 60% ethanol solution at 37 °C (£1). The spectra used to build
these curves had a range of 200 a 400 nm. It was used concentration solutions of 50 pg/ml, 30

ug/ml, 25 ug/ml, 20 pg/ml and 10 ug/ml.

Solubilty profiles

An excess of the sample was added to water and its concentration was determined by
visible ultraviolet spectrometry Specord 250 (Analytik Jena) at predetermined times: 5°, 15°,
30°, 60°, 120’ and 1440°. The wavelength used was 226 nm, 301 nm and 255 nm for riparin I,
I1 and 111, respectively. The solubility was measured at 37 °C (x1). This method was defined
by using modified shake flask method of Higuchi and Connors (1965). After a 48-hour period,
the remain solid sediment was evaluated by vibrational spectroscopy to evaluate possible

structural modifications.
111 RESULTS AND DISCUSSION

Structural analysis

The crystalline structure of riparin | was previously reported by Marques et al.
(Marques et al., 2005), nevertheless, it was possible to identify a polymorph of this compound.

Therefore, the following nomenclature will be used: structure reported by Marques et al. and
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the new polymorph will be named as riparin la and I, respectively. Riparin lo crystallizes in
the triclinic space group P1 with one molecule per asymmetric unit and two per unit cell. Single
crystals of I3 were collected from the raw material. This polymorph crystallizes in a monoclinic
crystalline system, with four molecules per unit cell, P21/n space group and with the following
cell parameters: a = 8.0074(9) A; b =5.1466(6) A; c = 32.075(4) A; B = 96.538(4)°.

Riparin 11 crystallizes with a columnar habit in a monoclinic system, space group
Cc and the following cell parameters: a = 6.452(2) A; b =29.288(10) A; ¢ =14.875(8) A;
B =97.04(2)°. It presents two molecules per asymmetric unit and eight per unit cell (Z’=2). The
two non-overlapping molecules are herein named as conformers A and B. Riparin 11l also
crystallizes with a columnar habit in a monoclinic system, belonging to the space group Pc with
the following cell parameters: a=11.6479(3) A; b=4.86110(10) A; c=13.4222(3) A;
B =106.7930(10)°. The asymmetric unit of riparin III present only one molecule (Z’=1). The
crystallographic data parameters of the new structures reported in this works are shown in Table

1.
Table 1 - Crystallographic data of the riparins.

Name 1B 1 i
Empirical formula C16H17NO, C1H1NO, C16H1NO,
Molecular weight 255.30 271.30 287.30
Crystalline system Monoclinic Monoclinic Monoclinic
Special group P21/ Cc Pc

alA 8.0074(9) 6.452(2) 11.6479(3)
b/ A 5.1466(6) 29.288(10) 4.86110(10)
c/ A 32.075(4) 14.875(8) 13.4222(3)
/e 96.538(4) 97.04(2) 106.7930(10)°
Volume (A%) 1313.24 2789.68 727.577
R-fator (%) 3.71 4.56 3.23
7/ 4/1 8/2 2/1
Radiation CuKa MoKa CuKa
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Figure 2 - ORTEP plots of the asymmetric units of riparins (a) I8, (b) Il and (c) I1I.
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In general, the molecular configuration of riparins can be described on the basis of
the planes defined by the aromatic rings (PH1 and PH2) and the dihedral angles of the chain
containing the methyl amide group. Figure 3 clearly shows that the conformational differences
between these molecules lies on the chain containing the methyl amide group. The
C6’C1’C7’C8’ dihedral angle in these conformers differs around 45° whereas the other
torsional angles are relatively close.

Extending this discussion to the other riparins, it is possible to notice that both
polymorphs of riparin I and riparin 111 have intermediary configurations between conformers A
and B. However, the most remarkable feature on this comparison is the orientation of the PH1
ring. In the case of IB, the group methyl amide has a contrary configuration in relation to the
other riparins. That fact gives an angle of 6.18° between the planes defined by the aromatic
rings. For lo the angle is 71.73° which is large compared to the one observed in the other
molecules (6 to 24°). This distortion is also accompanied by smaller dihedral angles in the
methyl amide chain (around C8’N8” and C7C1 bonds), favoring the intermolecular hydrogen
bond C8’ H8’Bee+O7.

The origin of these conformational changes is in the hydroxyl substitutions. The
hydroxyl at the position orto, which is common to Il and Ill, give rise to an intramolecular
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hydrogen bond O2H2¢¢+O7, which turns the carbonyl group from being out of plane of the
closest aromatic rings in riparin I, towards to an almost in plane conformation in the others
riparins. In fact, the carbonyl group is coplanar in the case of riparin 111, due to an additional

hydrogen-bond (N8’H8’+¢«06), which is consequence of the presence of a second hydroxyl
group.

Table 2 — Selected dihedral and interplanar angles (°) of riparin molecules in the corresponding asymmetric units.

ce’crcrce Cc7’cg C8'N&’ N8'C7 N8'C7C1C2 PH1-PH2
la -102.39 172.65 71.94 176.46 146.05 71.73
B -101.64 179.39 -107.86 -177.87 -154.19 6.18
IT1A 121.59 173.30 106.09 -175.46 166.20 11.16
IIB -76.37 176.50 98.74 179.66 164.01 17.40
II -98.23 178.04 86.34 173.82 179.64 23.88

Figure 3 - Comparison of the molecular conformation of the riparin molecules: o (blue), IB (lilac), Il conformer

A (red), Il conformer B (orange) and I11 (green).
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Table 3 — Hydrogen bonds of riparins showing the distances and angles between the donors (D), hydrogens (H),
and acceptors (A).

Type D—H---A H---A (A) D---A (A) D—H---A(°)
la
N8’ H8’¢¢+O7 2.16 2.950(3) 153
1B
N8’ H8’¢¢+O7 2.17 3.0036(14) 164
C8’ H8’Be++O7 2.39 2.7922(14) 103
I
NSA’H8A’+esO2A 2.15 2.907 (5) 146
N8B’H8B’+++«02B 2.12 2.909 (4) 152
C6B’H6B’+«O7B 2.53 3.446 (5) 171
Intra O2A H2Ae-=O7A 1.76 2.499 (5) 148
Intra 02B H2B--07B 1.76 2.499 (4) 149
C8B’H8BA*-*O7B 2.43 2.795 (4) 102
C8A’H8ABe=O7A 2.45 2.787 (6) 100
Il
O6HG6e*O7 1.95 2.7688 (19) 178
C5H5e-02 2.46 3.077 (3) 124
C5H5e¢07 2.58 3.290 (2) 134
Intra 02 H2e-O7 1.79 2.518 (3) 147
Intra N8’ H8’¢¢+O6 1.96 2.643 (2) 136

The crystalline structure of all the riparins investigated in this work is characterized
by intermolecular bonding chains running along one of the crystallographic axis (Figure 4).
The packing of these chains defines the long range order, but the intrachain and interchain
interactions are determined by the molecular geometry of each compound.

Chains in riparins la. and 1 are determined by N§8’H8’++«O7 hydrogen bonds along
the a and b directions, respectively. This interaction could be a priori expected because it
involves the most prominent acceptors/donors of riparin 1. In the case of riparin 11, each chain,
running along the c axis, is composed by a single conformer, but the O7 atom cannot received
the hydrogen bond because it is involved in an intramolecular bond with the hydroxyl
substituted in the PHI1 rings (O2H2¢++O7). Thus, the intermolecular interaction is defined by
the N8 H8&’++«02 hydrogen bond, which, in the case of conformer B, is also supported for a new
bond C6B’H6B’++«O7B induced by the conformation of IIB.



36

Figure 4 - Molecular chains observed in the crystalline structures of riparins (a) I, (b) Il and (c) IlI.

(b)

The substitution of the second hydroxyl group in riparin 11l leads to a new
intermolecular pattern. Besides the intramolecular bond observed in riparin Il, a new
intramolecular interaction (N8’H8’++«06) blocks the NH moiety in riparin Ill. Due to that, the
chains in this compound are linking the oxygen of the amide group with the new hydroxyl group
(O6H6e°°+07), which in fact, is a bifurcated bond with C5HS5+«O7. A common feature in the
crystalline structures of riparin | and Il is that the molecules constituting a chain are aligned
with parallel rings. On the other hand, consecutive molecules in riparin 11l have opposite
orientations related to the glide plane, leaving the corresponding rings almost perpendicular
(~889).

Taking as a reference the structure of riparin la,, one may notice that there is just

one hydrogen-bond (
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Table 3), which links molecules in the infinite chains. Thus, the packing of these
chains needs to determine by other kind of interactions. In fact, antiparallel infinite chains in
riparin la are held together by C2H2e++r(PH2) bonds, as shown in Figure 5. The antiparallel
packing leads to the formation of dimers of chains where the PH1 of one molecule is linked to
PH2 of the nearest chain (Figure 5a).

Figure 5 - Unit cells of riparins (a) la, (b) I, (c) IT and (d) III showing the CHee+r interactions. Hydrogens were
removed for clarity.
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(d)

In riparin 1B, the main CHee*7 is preserved, but two new bonds appear linking the
PH1 ring with two neighbor chains (C3’H3’eee(PH1) and C5’H5’¢ee(PH1)). The two
coformers of riparin Il form similar chains, which are forming alternated planes. Conformer
I1A acts as the mains plane were 11B chains are bonded. However, due to the hydroxyl groups
the patter is different to the one of riparin I. The PH2 ring from IlA receives a CHeeen form
different groups of 1B, a methylene group on one side (C7B’H7BBe+*n(PH2A)) and the methyl
group on the other side (CO9B’H9AAe«+st(PH2A)). Conversely, the stacking of the planes is
completed by a bond received for PH2B from the methyl group of IIA
(C9A’H9AA-+(PH2B)). Finally, the non-aligned chains of riparin III just allow one CHee*7n
bond between neighbor chains using the methyl group (C9°’H9’Beesn(PH2)), but in this case, a
hydrogen bond between PH1 rings (C5H5+¢¢02) contributes to the packing of the chains.
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Hirshfeld surface (HS) and fingerprint plots are an interesting tool that can be used
in order to explore intermolecular contacts, facilitating the understanding of these interactions
in order to study the crystal electron density into molecular fragments, once it is defined by the
molecule and the proximity of its nearest neighbors, providing this way a unique information
about each molecule in a crystal [28]. The Hirshfeld surfaces and the related 2D-fingerprint
plots were calculated using CrystalExplorer.

Figure 6 presents the Hirshfeld surfaces and the corresponding 2D-fingerprints of
the investigated riparins. The Hirshfeld surface was mapped with the shape index because it
provides valuable information on complementary bonds [29]. These surfaces are very useful to
identify intermolecular interactions. For example, the CHe**7t bonds, which are characteristics
of all the riparins, are evidenced by the red depressions over the rings. On the other hand, the
presence of weeert can be ruled out, because these interactions are fingerprinted by red and blue
triangles in a ‘bow tie’ pattern over the rings, which is not observed. Furthermore, the 2D-
fingerprints allow to differentiate distinctive features in the crystal packing.

Thus, the “wings”, labeled as 2 in Figure 6, are also characteristic of the CHeeen
bonds, defining the complementary regions of this interactions which can be also identified in
the Hirshfeld surface. In the same way, the sharp spikes, labeled as 1, define the short and strong
hydrogen bonds linking molecules in the infinite chains. A third spike (labeled as 3) at the
center of the fingerprint plot stands for HesH contacts, which were not discussed previously
but are prevalent in all the structures. Hirshfeld surfaces and 2D-fingerprint plots confirm that,
despite the differences in the molecular structure, the crystalline structure of the riparins have

common features which will also lead to similarities in the physicochemical properties.
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Figure 6 - Hirshfeld surfaces and 2D-fingerprints of riparins I, 11 and I11.

Polymorphism analysis

In order to investigate the polymorphic transitions in the riparins, thermal analysis
was applied to determine the stability of each form. All the investigated compounds melts
without decomposition between 100 and 150 °C as observed in the thermogravimetric and

calorimetric curves shown in Figure 7, where drop of the sample mass to zero suggest the
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boiling of the compounds above ~275 °C. However, from the point of view of the polymorphism
phenomena, we will concentrate our attention in solid forms of riparins, but it is also important
to take into consideration that successive melting/recrystallization processes do not degrade the
samples.

Figure 7 - DSC/TG curves of riparins la, Il and 111.

}[]() | 1 I 1 1 I
—
80
—1.0
=10}
=
— ~
ek =
— =
2 =
= é 0.5
= 0 2
=
L]
T
20 00
U L
1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperature (C°)

Let’s consider first riparin II, since no evidences of polymorphism were observed.
According to the calorimetric measurements successive heating cooling cycles also showed a
well-defined endothermic event, Tonset = 106.0°C (AH = 91.14 J/g), associated with the melting
point of the sample. The TG curve showed two mass loss events after a temperature of 200 °C.

The thermal evolution of riparin | is more complex. Despite the fact the TG curve
shows only one mass loss event (Tonset = 220°C), the DSC curve of the as received riparin |
showed three endothermic events (Figure 8). The first one can be easily determined at Tonset =
107.6°C, but the followings are highly overlapped and the temperatures were estimated to be
around 113.9 and 119.4 °C. The first two event can be ascribed to solid-solid transformations,
and the last one to the melting point. After recrystallizing the sample, on heating, three events
are again observed, but the first one is just above room temperature at Tonset = 38.4°C (AH=14.9
J/g), whereas the second is at 113.7 °C. These events can also be associated with a possible

phase transition suggesting the appearance of different polymorphs.
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Finally, the last event (Tonset = 117.8 °C) is related with the riparin I melting point.
The last two events are overlapped do not allowing a precise determination of the individual
transition enthalpies, but the total energy involved in the process is 134.9 J/g. On cooling, the
recrystallization and the first transition occur in a single peak with a shoulder at 102.0 °C (AH=-
130.9 J/g). After that, the event associated with the transformation into the room temperature
polymorph is observed at 35.2 °C (AH=-13.8 °C). Notice that the transition enthalpies in the
cooling process agree very well with those of the second heating, supporting the hypothesis that
all the transitions are reversible. The same results were obtained in successive heating/cooling
cycles, on independent samples and changing the temperature ramp. Thus, an irreversible solid-
solid transformation is observed on the first heating at 107.6°C, whereas two reversible

transitions (38.4 and 113.7 °C) were confirmed after the recrystallization of riparin I.

Figure 8 - DSC curves of heating/cooling cycles of as received riparin | .
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In order to complement the investigation of riparin | polymorphism, a hotstage
analysis was performed, Figure 9. After hotstage analysis, it is possible to notice a small
difference between 31.7 °C and 117.7 °C. The melting process starts at 124.4 °C, corroborating
with the results presented in the DSC analysis. Recrystallization, in turn, starts at 87.9 °C.
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Figure 9 - Hotstage analysis at 31.7 °C (a), 117.7 °C (b), 124.4 °C, 128.6 °C (d), 87.9 °C (e) and 74.2 °C (f).

With the goal of to confirm the presence of polymorphism in riparin I, a
temperature-coupled X-ray diffraction analysis was performed.

The polymorphic transition of riparin | were investigated by in situ powder Xx-ray
diffraction submitting the as received sample to a heating/cooling cycle (Figure 10). Even
though, the I polymorph was determined from single crystals in the as received sample, this
structure is not representative of the whole sample, which seems to be a mixture of phases.
However, on heating, just above 100 °C, a transformation in a new polymorph (ly) is clearly
observed in the PXRD pattern at 120 °C. This polymorph melts around 130 °C and suddenly
recrystallize into a new form (I5). This polymorph transforms into Iy as noticed by comparing
the patterns at 120 °C recorded on heating and on cooling. Finally, la is obtained when the
sample returns to room temperature. On a new heating process, the phase transitions identified
during the cooling the sample are observed in a reverse sequence. Despite small differences in
the transitions temperatures, probably associated to temperature ramps and equipment, the
PXRD results are in excellent agreement with the DSC events.

Considering the previous results, it is possible to conclude that riparin I has at least
four polymorphs. I was observed within a phase mixture, but, according to the PXRD and
DSC results, it seems to transform into ly at 107.6 °C. On the other hand, lo. seems to be the
most stable one, exhibiting a reversible phase transition sequence (on heating): la (38.4 °C)
— Iy (113.7 °C) — 15 (117.8 °C) — melting.
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Figure 10 - X-ray powder diffraction patterns of a heating/cooling cycle (bottom to top) of the as received riparin
I. The calculated patterns from polymorphs la and I8 were included for comparison.
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The DSC curve of the riparin 111 raw material (Figure 7) presents two well defined

events. The first one is composed by an endothermic peak (Tonset=114.4 °C) followed by an
exothermic one, which can be described as a melting followed by a recrystallization. The second
event is endothermic (Tonset=130 °C) and is related to the melting point. However, riparin 111
does not recrystallize on cooling. The sequence of events in the DSC measurements suggests

that the riparin 111 is also a polymorphic compound.
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To confirm the existence of polymorphs of riparin Ill, the corresponding raw
material was also measured in situ by X-ray powder diffraction. Characteristic patterns are
shown in Figure 11. As expected, there are no changes in the patterns up to 100 °C, but above
this temperature a phase coexistence region is observed. The transformation is completed
around 120 °C, in good agreement with thermal analysis. Thus, the polymorph below and above
the transition temperature were labelled as Illa and 1113. A third polymorph obtained by slow
evaporation has its crystalline structure determined. The calculated PXRD pattern is included
in Figure 11, but it does not describe the crystalline forms observed by heating the sample, thus

it was labelled as I1ly.

Figure 11 - Powder X-ray diffraction measurements of riparin 111 compared with the calculated pattern from Illy.
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Solubility profiles

As a final characterization of the riparins investigated in this work, the
corresponding solubility profiles were determined. The raw materials of riparins Il and Il were
used. In the case of riparin I, since the raw material seems to be a polymorph mixture, it was
recrystallized to obtain a pure form. Thus, the solubility profiles were recorded in the forms la.,
Il and Illa. Since there are no predefined protocols for these compounds, a quantification
method was developed based on UV/VIS spectra. The sampling wavelengths were defined by

considering the corresponding absorption maxima.

Figure 12 - Solubility profiles of riparins la, 11 and o
40
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The solubility profiles of the three riparins exhibit similar a behavior (Figure 12).
The concentration as a function time continuously raises reaching a saturation value after ~45
min. Comparing the concentrations after 120 min, the water solubility of riparins la., I1 and Ilo
are, respectively, 37, 31 and 21 ug/ml. Thus, the three riparins have a poor water solubility
being riparin I and I1 slightly more soluble than I1l. From the solid-state point of view, one
could guess that riparin 111 could be the lower soluble one because it has the higher melting
point. Furthermore, substitution at an ortho position hinders the interaction between the OH

groups and the water molecule. Riparin 11 hold a hydroxyl at ortho position, whereas riparin 111
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present two hydroxyls, both at ortho position. Therefore, it is possible to predict that riparin |
would have the higher solubility, followed by riparin 11 and, then, riparin I11.

IV CONCLUSION

The crystalline structures of riparin 1B, Il and lo were successfully elucidated.
These molecules presented critical differences between packing of their structures. The main
difference between Ip and lo from to other riparins is the hydroxyl substitutions, which creates
intramolecular hydrogen bonds. These interactions are also responsible for conformational
differences between riparins. Moreover, riparin lo. holds 7 interactions that are also responsible

for packing. In fact, all riparins hold these kinds of interactions.

The main difference between Ip and la occurs by the appearance of a second
intermolecular hydrogen interaction for the polymorph Ip and the appearance of more r bonds.

This fact is responsible for a different packaging between the two polymorphs.

Through the HS study it was possible to conclude that despite the structural
differences of riparins, these molecules have similar characteristics, which lead to similar
physicochemical properties. This is established by analyzing the thermal and solubility profiles

of these compounds.

In relation to the thermal profile, riparin 11, in contrast to I and Illa., presented only
an endothermic event related to the melting point of the sample. Contrary to expectations,
riparin 11 had a lower melting point when compared to riparin If . This can be explained by the
appearance of a more stable polymorph before the melting process of 1. This becomes true

when the thermal profile of If is evaluate.

Riparin I showed a more complex thermal profile which associated to PXRD, it
was possible to identify three more polymorphs. The polymorph If proved to be the most
unstable, having an irreversible transition, while loe and ly has a reversible transition, before
melting point. Unfortunately, it was not possible to determine the crystal structures of

polymorph Iy and 3.

Comparably, riparin 11l exhibited two well defined events. The first one, an
endothermic peak followed by an exothermic one, that can be described as a melting followed
by a recrystallization. The last one is related to the melting point. Through PXRD, other

polymorphs of riparin I11 were identified. Thus, the polymorphs were named as Illa and 11{.
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The third polymorph, that was elucidated, was named as Illy. Other attempts to obtain

polymorphs through crystal growth were unsuccessful.

Finally, the solubility profile of riparins was characterized. The riparin la
presented greater solubility, while riparin 111 presented the lowest. The solubility profile can be
explained by the substitution of the hydroxyls in the ortho position in riparins Il and Illa., that
impairs the solubility process, since the OH group has a steric hindrance. Furthermore, from
the solid state point of view, riparin 11 could be the lower soluble one because it has the higher

melting point.

A last important fact to be discussed is the polymorphic transition of riparin la to
riparin ly (Tonset = 38.4 ° C), which should be studied with caution, due it is a low temperature,
similar to body temperature, and may affect pre-clinical studies, with influence on the safety

and efficacy of the product.
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4.2 Analise por espectroscopia vibracional

Os espectros de Raman e infravermelho da riparina 11 sdo apresentados na Figura
13. Os espectros, discutidos adiante, forneceram informagdes relevantes sobre a conformacéo
molecular e sobre a estrutura da riparina Il. A discussdo vibracional da riparina Il focou nas
vibrac6es moleculares dos principais grupos funcionais, aqueles responsaveis pelas ligacdes
intra e intermoleculares, e consequentemente, os responsaveis pelo empacotamento cristalino
desta molécula.

As andlises de espectroscopia no infravermelho das riparinas | e I11 estdo reportadas
na literatura, onde foram estudadas e discutidas por Marques et al., 2005. Estes resutltados
foram utilizados aqui com o intuito de comparacdo para uma melhor compreensdo dos

resultados obtidos a partir da riparina I1.

Figure 13 - Espectro infravermelho (a) e Raman (b) da riparina Il.
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Os espectros no infravermelho e Raman da riparina 11 sdo reletaviemnte complexos,
apresentando um numero significante de picos. Portanto, baseado no exposto anteriormente,
apenas as vibracées moleculares dos grupos NH, C=0 e OH foram analisadas. De acordo com
a literatura, as frequéncias entre o intervalo de 1680-1630 cm™ estdo relacionadas com a banda

de vibragdo C=0O em amidas secundarias. A riparina Il apresenta essa frequéncia em
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aproximadamente 1644 cm™. Marques et al. indica a frequéncia em 1638 cm™ para riparina lo,
corroborando com o proposto por este estudo.

O intervalo de frequéncias de vibragdo em 1566-1474 cm™ refere-se aos modos de
NH em amidas secundarias (PAIVA et al., 2015). Os atomos de nitrogénio das moléculas A e
B da riparina 1l sdo responsaveis pelas interacdes de hidrogénio intermoleculares
(NSA’H8A’+++«O2A ¢ N8B ’H8B’+++02B), apresentando uma frequéncia em aproximadamente
1511 cm™. Para riparina | e 111, Marques et al. indicou essas frequéncias em 3325 cm™ e 3346
cm?, respectivamente. Essas diferengas podem ser explicadas pela uma torsdo no atomo de
nitrogénio, causada pela forte interacdo intramolecular O2H2+++O7 da riparina Il, causando uma
vibracdo de dobramento para este composto, enquanto as riparinas I e 11 possuem vibracgdes de
estiramento (PAIVA et al., 2015).

Por fim, Marques et al. analisou as bandas de vibracao para riparina Il1, afirmando
que a frequéncia em 3463 cm™ corresponde a regido OH devido a ligagdo de hidrogénio com
C=0, que ndo é representada na riparina I, devido a falta deste substituinte. Da mesma forma,
a riparina 1l apresenta uma frequéncia em 3379 cm™.

A Figura 14 apresenta os espectros Raman da riparina Illa e Illy. A anélise foi
realizada com o intuito de avaliar as diferengas vibracionais entre os dois polimorfos discutidos
durante a analise por difracdo de raios-X de p6. Entretanto ao analisar ambos espectros apenas

poucas diferencas foram observadas.
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Figure 14 - Espectra Raman da riparina Illa (a) e 1y (b).
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Essas diferencas acontecem entre os intervalos de frequencias 300 — 500 cm™ e
entre 700 — 900 cm™. Como ndo foi possivel elucidar a estrutura cristalina do polimorfo llla. ndo
é possivel afirmar que essas pequenas diferencas entre 0s espectros Raman ocorram devido a
uma semelhanca estrutural entre os dois polimorfos da riparina I11.

A Figura 15, por sua vez, apresenta os espectros Raman dos polimorfos la e 1 da
riparina |I. De maneira similar a riparina I11, os dados obtidos através da andlise vibracional por
Raman sdo bastantes similares, apresentando pequenas diferencas em determinadas
frequéncias. E importante ressaltar que o polimorfo lo cristaliza em um sistema cristalino
triclinico, enquanto o polimorfo IB cristaliza em um sistema cristalino monoclinico.
Entrentando, ainda que haja diferencas nos paramétros de cela entre os dois polimorfos, a
analise vibracional se mostrou bastante semelhante, indicando poucas diferencas.

A principal diferenca entre os dois espectros Raman ocorre na banda de vibragéo
entre 2800-3000 cm-1, as quais estdo relacionadas aos modos de vibragdo CH. De fato, essas
mudangas entre os dois polimorfos podem ser ocosionadas devido a uma diferenca das ligag0es

CHeset, acarretando nessas pequenas diferencas na frequéncia 2935 cm™.
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Figure 15 - Espectros Raman da riparina la (2) e 1B (b).
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Os espectros de absorcdo no infravermelho apresentados na Figura 16, ilustram o
material utilizado para os ensaios de solubilidade em comparacdo com o solido remanescente
das riparinas I, 1l e 111 ap6s o estudo. Através destes graficos é possivel observar que ndo houve

nenhuma mudanca significativa das substancias durante a realizacdo do experimento.
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Figure 16 — Espectros infravermelho das riparinas la (a), 11 (c) e I11 (e) antes do ensaio de solubilidade e espectros

infravermelhos das riparinas lo (b), 11 (d) e 11 (f) ap6s o ensaio.
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5 CONCLUSOES GERAIS

As estruturas cristalinas das riparinas Il e 11l foram elucidadas com sucesso. A
riparina 11 apresentou um sistema cristalino monoclinico, grupo espacial Cc, a = 6.452 (2) A b
=29.288 (10) A e c = 14.875 (8) A, enquanto a riparina Il apesar de também apresentar um
sistema cristalino monoclinico, cristalizou em um grupo espacial Pc, a = 11,6479 (3) A, b =
4,8610 (10) A e ¢ = 13,4222 (3). Também foi possivel elucidar a estrutura cristalina do
polimorfo da riparina 1, nomeado de riparina 1B, que cristaliza em um sistema cristalino
monoclinico, com grupo espacial P21/n, € 0s seguintes parametros de cela: a = 8.0074(9) A,
b =5.1466(6) A; c = 32.075(4) A; B = 96.538(4)°.

Os polimorfos If e la, reportado pela literatura, possuem diferencas devido ao
surgimento de uma segunda interacdo de hidrogénio intermolecular no polimorfo If e o
aparecimento de mais ligagdes CHeeen, tornando-se responsaveis por uma diferenca
conformacional e de empacotamento dos dois polimorfos.

A principal diferenca entre os polimorfos da riparina | e das demais riparinas
acontece devido a substituicdo dos grupos hidroxilas no anel aromaético. Esta substituicdo da
lugar a interacbes intramoleculares, que sdo as principais responsaveis pelas mudancas
conformacionais das riparinas 1l e I11. A presenca dessas ligacGes nas riparinas Il e 111 também
foram responsaveis por causar uma tor¢do, indicando diferentes modos de vibracdo para NH na
riparina Il. Além disso, todas as riparinas apresentaram ligacbes  CHeeer , também
responsaveis pela diferenas de empacotamento destas moléculas.

O estudo da superficie de Hirshfeld apontou que apesar das diferencas estruturais
entre as moléculas das riparinas, estas apresentaram caracteristicas similares, indicando
possiveis semelhangas nas propriedades fisico-quimicas. Isso se tornou evidente quando os
estudos térmicos e de solubilidade das riparinas foram analisados.

O estudo térmico das riparinas demonstrou resultados relevantes para o estudo
destas trés moléculas. A riparina Il, ao contrario das demais riparinas, apresentou apenas um
evento endotérmico, responsavel pelo ponto de fusdo desta molécula, ndo apresentando
nenhuma transi¢do polimorfica. A riparina I, ainda, apresentou um ponto de fusdo menor que
o da riparina I, que pode ser explicado pelo surgimento de um polimorfo mais estavel desta
molécula antes do processo de fusdo.

De fato, quando avaliado o perfil térmico da riparina If, foi possivel identificar
outros polimorfos desse composto. O polimorfo I mostrou-se ser o polimorfo mais instavel, o

qual possui uma transicéo irreversivel, enquanto os polimorfos lo e Iy possuem uma transicdo
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reversivel. Esta discussdo é sustentada pelas entalpias de transi¢do. Infelizmente, ndo foi
possivel elucidar as estruturas cristalinas dos polimorfos Iy e 18. Outras técnicas foram
aplicadas com o intuito de obtencdo de outras formas polimérficas, ndo havendo sucesso.

De maneira similar, a riparina 11l exibiu dois eventos bem definidos. O primeiro,
um pico endotérmico seguido por um exotérmico, que pode ser descrito como uma fusao
seguida por uma recristalizacdo. O Ultimo esté relacionado ao ponto de fusdo. Através do
PXRD, foi possivel avaliar estes eventos. Os polimorfos identificados foram noemados de Illa
e B (120 °C). O terceiro polimorfo, elucidado por este estudo, foi chamado de Illy. Nao foi
possivel a obtencdo de novas formas solidas polimoérficas atraves de mais ensaios de
cristalizacéo.

Os polimorfos 1B e la foram submetidos a analise por espectroscopia vibracional
Raman, ndo havendo grandes diferencas entre seus espectros. A mesma analise foi realizada
para os polimorfos Illa e Ily, também nédo sendo possivel visualizar grandes diferencas entre
as duas estruturas. Isto pode ocorrer devido as semelhancas estruturais entre esses polimorfos.

Por fim, o perfil de solubilidade das riparinas foi estudado. A riparina lo. apresentou
maior solubilidade, enquanto a riparina Illa apresentou a menor. O perfil de solubilidade pode
ser explicado pela substituicdo das hidroxilas na posicdo orto nas riparinas Il e IllI, que
dificultam o processo de solubilizacdo, uma vez que o grupo OH possui um impedimento
estérico. Para garantir que ndo houve transicdo solida apds a determinacdo da solubilidade, o
material s6lido remanescente foi submetido a uma analise por espectroscopia no infravermelho,

ndo havendo nenhuma diferenca entre 0s espectros.
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