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RESUMO

ARANTES, Lucas Micquéias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2009.
Estudos das interagdes entre calix[n]arenos e anestésicos locais por Ressonancia
Magneética Nuclear de Hidrogénio. Orientador: Sergio Antonio Fernandes.
Coorientadores: Marcio José da Silva e Elson Santiago de Alvarenga.

Os calixarenos vem merecendo destaque no ambito da quimica supramolecular
com aplicacGes em inUmeras areas. A relativa facilidade com que os calixarenos podem
ser sintetizados e posteriormente modificados, juntamente com grande variedade no
tamanho da cavidade dos macrociclos, torna-os muito promissores para aplicacfes
como sistemas carreadores de moléculas bioativas. Esta dissertacdo teve como objetivo
principal estudar as interacdes intermoleculares entre dois calixarenos solGveis em agua
e quatro anestésicos locais empregando como ferramenta principal RMN de 'H.
Inicialmente foi realizada a sintese de dois calixarenos solGveis em &gua que
posteriormente foram utilizados como sistemas de encapsulamento para anestésicos
locais. A estequiometria dos complexos foi determinada utilizando método de Job, e as
topologias proposta através de RMN de *H (NOESY). A RMN de *H mostrou-se uma
ferramenta muito importante e eficaz para o estudo das interacdes de complexos do tipo

hospede-hospedeiro entre calixarenos e anestésicos locais.
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ABSTRACT

ARANTES, Lucas Micquéias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2009.
Studies of interactions between calix[n]arene and local anesthetics by Nuclear
Magnetic Resonance of Hydrogen. Adviser: Sergio Antonio Fernandes. Co-advisers:
Marcio José da Silva and Elson Santiago de Alvarenga.

The calixarenes are deserving of emphasis within supramolecular chemistry with
applications in many areas. The relative ease with which the calixarenes can be
synthesized and subsequently modified, with great variety in size of the cavity of
macrocycles makes them very promising for applications such as carriers of bioactive
molecules. This thesis aims principal study the intermolecular interactions between two
water-soluble calixarenes and four local anesthetics using as main tool for *H NMR.
Initially it was performed the synthesis of two water-soluble calixarenes that were
subsequently used as encapsulation systems for local anesthetics. The stoichiometry of
the complexes was determined using method of Job, and the topologies proposed by the
'H NMR (NOESY). The *H NMR of a tool shown to be very important and effective

when applied in studies of complexes of the type of guest-host calixarenes and local

anesthetics.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Quimica Supramolecular

No fim de 1960, pesquisadores como (Pedersen 1988), (Lehn 1988) e (Cram
1988) entre outros, publicaram a sintese de moléculas macrociclicas (éteres coroa,
“cryptands”, “spherands”, etc) capazes de se ligar seletivamente a ions ou pequenas
moléculas organicas por interacdes ndo covalentes e com reconhecimento especifico
(ligacdo e selecdo). Lehn, cunhou o termo quimica supramolecular (“supramolecular
chemistry”) ou quimica além da molécula (“chemistry beyond the molecule™) para este
campo.

Quimica Classica:

. > Ligagao covalente
— Nova molécula

Quimica Supramolecular:

® @)

Na quimica supramolecular, as moléculas (hospedeiros) sdo projetadas e

Ligagao nao covalente.
Interagdes intermoleculares,
nao uma nova molécula, mas
uma supramolécula

sintetizadas para interagir especificamente com moléculas hospedes ou formar grandes
agregados (Konovalov e Antipin, 2008). O artificio usado para desenhar hospedeiros
satisfatorios considera propriedades fisico-quimicas como tamanho, carga, carater do
atomo doador, entre outras de acordo com as propriedades das moléculas hdspedes
designadas. A otimizacdo da pré-organizacdo hospedeiro-hdspede € atingida se a
complementaridade da interface de ligacdo hospedeiro-hospede € adequada e correta.
Caracteristicas como solubilidade do hospedeiro também tem um papel fundamental na

complexacdo. As idéias desenvolvidas na quimica supramolecular sdo também



amplamente aplicadas no campo da ciéncia de materiais, ciéncia de superficie,
tecnologia de sensores, nanotecnologia, entre outras. (Reinhoudt et al. 2002)

Hoje muitos sistemas supramoleculares sdo conhecidos (ciclodextrinas, éteres de
coroa, lipossomas, curcubitais, porfirinas, calix[n]arenos, entre outros) e a aplicagéo
destes como sistemas transportadores de biomoléculas vem merecendo destaque nos

ultimos anos (Arantes et al. 2009; Fernandes et al. 2007).

SO3H SOsH SO3H

HO5S
b

OH OH OH HO

Acido p-sulfénico calix[4]areno Acido p-sulfénico calix[6]areno
Figura 1 — Calixarenos utilizados como sistemas supramoleculares.

2 - ANESTESICOS LOCAIS

Existem duas classes de anestésicos, usados de acordo com o tipo de intervengéo
cirdrgica: anestésicos gerais e anestésicos locais. Os anestésicos gerais sao drogas que
agem nas transmissdes sinapticas. Eles podem ser administrados por diversas vias,
porém a administracdo por via intravenosa ou por inalacdo é preferida, porque a dose
eficaz e o tempo de acdo sdo mais previsiveis quando tais técnicas sdo empregadas (de
Jong et al. 1994).

No caso dos anestésicos locais (AL) sua acdo se da na inibicdo da conducdo do
estimulo nervoso, quando aplicados localmente sobre este tecido, em concentracdes
elevadas. Agem sobre os axdnios em qualquer parte do sistema nervoso e em todo tipo
de fibra nervosa. Suas principais vias de administracdo sdo: anestesia epi e peridural,
bloqueios periféricos de reflexos nervosos por infiltragdo ou na administracdo tdpica

local (em odontologia, dermatologia e pequenas incisoes).



A Figura 2 apresenta alguns AL de uso clinico, como os da familia dos ésteres
(benzocaina), amino-ésteres (procaina e tetracaina) e amino-amidas - ciclicas
(mepivacaina, ropivacaina e bupivacaina) e aciclicas (lidocaina, prilocaina, etidocaina e
dibucaina). Esses compostos sdo bastante empregados tanto em clinica médica quanto
odontolégica, em particular os amino-amidas. (de Jong, 1994), (Covino e Vassalo,

1985), (Korsten et al. 1991), (Peretz e Bimstein, 2000) e (Eichenberger et al. 2009).

(0]
/U\ N (CoHs)2
\©/ \©/ 3 R1
Ry N7 > 0(CaHo)

1) Ry =H; Ry =H; R3 = CH,-N(C2Hs),  5) Ry = CHs; Ry = CH,-N(CoHs), 8) Ry = CH3

2) Ry =H; Ry, =Cl; R3= CH2-N(CyHs),  6) Ry = H; Ry = CH3-CH-N(CyHs),  9) Ry = C3Hy 11)

3) Ry = C4Hg; Ry = H; Rz = CH,-N(CH3), 7) Ry = CH3; Ry = CyHs-CH-N(CH3), 10) Ry = C4Hg

4)R]_:H; Rz:H;R3:CH3

Figura 2 - Estrutura Quimica dos Anestésicos Locais de uso clinico 1) Procaina; 2)
Cloroprocaina; 3) Tetracaina; 4) Benzocaina; 5) Lidocaina; 6) Prilocaina; 7) Etidocaina;
8) Mepivacaina; 9) Ropivacaina; 10) Bupivacaina; 11) Dibucaina.

2.1 - Preparacéo de anestésicos de longa duracéo e terapia da dor

Os beneficios de uma analgesia profunda produzidos por anestésicos locais estao
sendo melhor conhecidos e com isso tem havido um aumento no uso de técnicas de
anestesia local e regional para aliviar a dor pos-cirargica. Porém seu uso ainda é
limitado pela curta duracéo relativa das drogas disponiveis, comparadas com a duracao
da dor (Duncan e Wildsmith, 1995). Um AL de acédo ultra-longa ideal deveria produzir
analgesia por varios dias, ser livre de efeitos irritantes, ter alto indice terapéutico e afetar
as fibras sensoriais, mas ndo as motoras (Kuzma et al. 1997), (Malamed. 2001) e
(Araujo et al. 2003).

E 6bvio pensar na utilizacio de compostos mais hidrofébicos para aumento da
disponibilidade e tempo de anestesia, porém ha um limite na biodisponibilidade destes

compostos, que € imposto pela sua solubilidade em &gua, que ndo pode ser


http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=U1K4JOjPP@fL57me6kf&field=AU&value=Peretz%20B&ut=000089074900007&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=U1K4JOjPP@fL57me6kf&field=AU&value=Bimstein%20E&ut=000089074900007&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=U1K4JOjPP@fL57me6kf&field=AU&value=Eichenberger%20U&ut=000265965600013&pos=1

extremamente baixa (de Paula e Schreier, 1995). A sintese organica de compostos de
longa duracdo, por alteracdo das moléculas de AL ja existentes ou pela identificacdo de
novos agentes com acdo anestésica local é objeto de estudo de varios pesquisadores
(Ogura e Mori, 1968), (Ross e Akerman, 1972), (Scurlock e Curtis, 1981), (Korsten et
al. 1991) e (Takeda et al. 2009).

H& alguns anos, relatou-se a sintese de surfactantes com acéo anestésica; esses
compostos disponiveis em altas concentragdes na forma de micelas teriam liberagdo
gradual e lenta (Kuzma et al. 1997) e, segundo Matsuki et al. sua poténcia anestésica
estaria relacionada a capacidade de alterar a tensdo superficial. Seu uso clinico ndo teve
continuidade, devido a relatos de efeitos liticos associados ao uso dos mesmos. O
carater de surfactante é compartilhado por AL de uso clinico como a tetracaina (CMC
na forma protonada = 60-70 uM) (Fernandez, 1981) e a dibucaina (CMC = 10,7 uM)
(Malheiros et al. 2000; Schreier et al. 2000) como mencionado anteriormente.

Outro método para aumentar as biodisponibilidade dos anestésicos locais é o

encapsulamento dos mesmos em sistemas hospedeiros-hospédes (Malamed, 2001).

3 - CALIXARENOS, BREVE HISTORICO

Os calixarenos tém uma histdria que faz parte da quimica do fenol-formaldeido,
que se iniciou com o quimico Adolf Von Baeyer que em 1872 aqueceu formaldeido e
fenol, tendo como produto um material resinoso, que na época nao foi possivel de ser
identificado (Baeyer, 1872).

Anos mais tarde Leo Baekeland usou a mesma reagdo para preparar uma resina
resistente que na época foi comercializada como “bakelite . A descoberta de Baekeland
deu inicio a inumeras pesquisas sobre o processo de condensacdo de fendis com

formaldeidos. Uma das que se destacaram foi a de Alois Zinke e Erich Ziegle, que
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simplificaram o problema substituindo o fenol por fendis p-substituidos. A condensacéao
utilizando fendis p-substituidos, formaldeido, base e aquecimento leva a produto de alto
ponto de fusdo, insollveis em alguns solventes organicos (acetona, etanol entre outros).
Zinke descreveu essas estruturas como possiveis tetrameros ciclicos (Zinke et al. 1952).

Calixarenos apesar de sua longa historia, suas potencialidades em quimica
supramolecular s6 foram descobertas em um passado relativamente recente. Comecou
lentamente nos anos 70, mas rapidamente se desenvolveu nos anos seguintes. Tendo
atingido um crescimento quase que exponencial. Hoje representa uma importante classe
de hospedeiros sintéticos. Até 2007 foram registrados mais de 300 patentes e 8811
artigos até 2009 descrevendo aplicacbes de moléculas baseadas em calixarenos (Marcos
e Félix, 2007).

O nome calixareno foi sugerido por Gutsche devido a semelhanca por ele
encontrada entre a forma de um vaso grego (calix crater) e o0 modelo molecular de um
dos confébmeros do tetrdmero ciclico. Assim, calix vem de vaso e areno indica a

presenca de anéis aromaticos (Figura 3) (Gutsche, 1998).

Figura 3 - Comparacdo feita por Gutsche entre a semelhanca do p-terc-
butilcalix[4]areno com a forma de um vaso grego (Gutsche, 1998).

A nomemclatura destes compostos seguindo as regras da IUPAC torna-se um
trabalho bastante “arduo” devido a complexidade em dar nome a esta classe de
compostos. Por exemplo, o tetrdmero ciclico derivado do p-terc-butilfenol é designado

por 5,11,17,23-tetra-terc-butil-25,26,27,28-tetraidroxicalix[4]areno  (Figura  3).



(Gutsche, 1998). O numero das unidades fendlicas € indicado por um ndmero entre
paréntesis, inserido entre as palavras “calix” e “areno” (p-terc-butilcalix[n]areno)
(Gutsche, 1998). A natureza e a posi¢do da substituicdo nos anéis aromaticos sao
indicadas por nimeros e prefixos apropriados. Ainda devido a semelhanga com um vaso
grego, as estruturas dos calixarenos sdo geralmente desenhadas com os substituintes
para direcionados para cima (“coroa superior”) e com os grupos hidroxila direcionados

para baixo (“coroa inferior”) Figura 3 (Gutsche, 1998).

3.1 - Sinteses de calixarenos

A sintese de calix[n]arenos pode ser realizada por dois métodos principais. No
processo conhecido como condensacgdo de fragmentos sintetiza-se um produto linear de
duas, trés unidades que é subsequentemente ciclizado com outros fendis ou unidades
adequadamente substituidas (Gutshe et al. 1987) e (Gutsche e Igbal, 1989). Outro
método para a obtencdo de calix[n]arenos envolve a condensacdo de fendis p-
substituidos com formaldeido em meio basico. Este método é chamado de sintese
sequencial uma vez que as unidades fendlicas sdo acrescentadas e posteriormente
ciclizadas (Hayes e Hunter, 1958), (Happel et al. 1974) e (Kammerer et al. 1978).
Dentre os métodos supramencionados, 0 segundo é o mais utilizado uma vez que em

uma Unica etapa é possivel obter calix[n]arenos com bons rendimentos (Esquema 1).



OH HO

Esquema 1 — Mecanismo para a formacéo do p-terc-butilcalix[4]areno.

OH OH

3.2 - Conformac0es

Os calixarenos apresentam vérias conformacoes, o p-terc-butilcalix[4]areno por
exemplo apresenta 4 conformagdes distintas conforme descrito por Cornfort et al. 1955
(Figura 4). Gutsche et al. 1983 designou estas conformagdes como: cone, cone parcial,
1,2-alternada e 1,3-alternada (Figura 4) e a medida que o nimero de grupos aril

aumenta mais conformacdes sdo possiveis.

cone cone parcial 1,2-alternado 1,3-alternado
Figura 4 - Conformac6es adotadas pelo p-terc-butilcalix[4]areno em solucdo (Gutsche
et al. 1983).

Essa liberdade conformacional sé € possivel devido a ligacdo entre as unidades
fendlicas ser uma ligacdo sigma (metilénica), permitindo a livre rotagdo dos anéis (lkeda
e Shinkai, 1997).

Os substituintes em posicdo para tem pouca influéncia na barreira de energia de

interconversdo dos calixarenos uma vez que as hidroxilas apresentam livre rotacdo

através do interior da cavidade dos calixarenos. Esta indiferenca esta de acordo com o
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movimento de inversdo conformacional que envolve a rotagdo dos grupos OH através
do interior do anel, colocando para fora os substituintes em posi¢do para (Figura 5)
(Gutsche et al. 1979). Nos calix[4]arenos outro movimento possivel, através da coroa
superior (grupos para), esta impedido mesmo para substituintes pequenos como 0s
hidrogénios. A polaridade do solvente tem grande influéncia na barreira de
interconversdo dos calixarenos (Gutsche et al. 1979). Quando se passa de um solvente
pouco polar como o cloroférmio para solventes mais polares como a acetona ou
acetonitrila, hd uma diminuicdo na barreira de inversdo, sendo observado um efeito mais
pronunciado em solventes basicos como a piridina, capaz de realizar ligacdo de

hidrogénio intermoleculares com as hidroxilas dos calixarenos (Gutsche e Bauer, 1985).

Figura 5 — Movimento de inversdo conformacional do calix[4]areno.

3.3 - Propriedades Fisico-Quimicas

3.3.1 - Solubilidade

Calixarenos ndo funcionalizados sdo insolGveis em agua, mesmo em solucdo
basica, e pouco solliveis em solventes organicos, o que dificulta a purificacdo e
caracterizacdo dos mesmos. Substituintes na posicdo para geralmente tornam os
calixarenos mais sollveis em solventes orgéanicos (Gutsche, 1998). Obviamente
derivatizacdes alteram a solubilidade, possibilitando a obtencéo de calixarenos soliveis

em &gua, como sulfonamidas-calixarenos (Gansey et al. 1994), nitro-calixarenos,



sulfonatos-calixarenos (Shinkai et al. 1987), amonio-calixarenos e carboxil-calixarenos

(Arduini et al. 1984).

3.3.2 — Temperatura de fusao

Os calixarenos apresentam elevadas temperaturas de fuséo, sendo que essa
temperatura de fusdo aumenta de acordo com o tamanho do anel. O p-terc-
butilcalix[4]areno funde a 342-344 °C, calix[4]areno 315-318 °C, p-terc-
butilcalix[6]areno 380-381 °C, calix[6]areno 417-418 °C e o p-terc-butilcalix[8]areno a

411-412 °C (Figura 6) (Asfari e Vicens, 1988).

p-terc-butilcalix[6]areno calix[6]areno

p-terc-butilcalix[8]areno

Figura 6 - Alguns calixarenos com elevados pontos de fuséo (Asfari e Vicens, 1988).



3.3.3 - Propriedades Espectroscopicas dos calixarenos

As ligagdes de hidrogénio intramoleculares em calixarenos deslocam a banda de
estiramento de OH para 3100-3300 cm™ (Barbosa, 2007). Nos tetrimeros a menor
flexibilidade é devida a ligagdo de hidrogénio mais forte, pois em anéis menores as
hidroxilas sdo mais proximas, ou seja, menor grau de liberdade se comparado com 0s
hexameros ou octameros (Marcos e Félix, 2007).

Os espectros de RMN de *H e *3C séo bastante simples, pois as moléculas s&o
simétricas, apresentando poucos sinais, sendo de facil interpretagdo. Os espectros dos
macrociclos, p-terc-butilcalix[4]areno e do p-terc-butilcalix[6]areno s&o bem parecidos.
Um sinal muito importante e que faz a diferenciacdo dos dois compostos € o sinal do
CH,, uma vez que o p-terc-butilcalix[4]areno apresenta o deslocamento quimico dos
hidrogénios do CH, como par de dupletos, enquanto o p-terc-butilcalix[6]areno
apresenta um simpleto largo. O p-terc-butilcalix[8]areno também apresenta um par de
dupletos dos hidrogénios do CH, mas com deslocamento quimico diferente do p-terc-

butilcalix[4]areno, com isso é possivel diferenciar os dois compostos

3.4 - Aplicacdes de calixarenos na area Biologica

Nas Ultimas duas décadas tem sido descrito na literatura inmeras aplicacfes dos
calix[n]arenos em campos relativos a Quimica Supramolecular e um que merece
destaque é a aplicacdo nas areas bioldgicas.

Recentemente foram publicadas excelentes revisGes destacando a aplicacdo de
calixarenos na interface entre a quimica e sistemas biologicos (de Fatima et al. 2009;
Perret et al. 2006; da Silva et al. 2004). Estas revisdes descrevem muito bem a

utilizagdo de calixarenos modificados com atividade antiviral, antifungica,
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antibacteriana, anticancerigena, antioxidante, antitrombdtica, no reconhecimento de
DNA, transfecgdo de genes e na inibi¢do de enzimas (de Fatima et al. 2009), (Perret et
al. 2006) e (da Silva et al. 2004).

Outra aplicacdo dos calixarenos que vem merecendo destaque nos Ultimos anos é
0 emprego como sistemas de encapsulamento e/ou carreamento de moléculas bioativas
com o objetivo de aumentar sua biodisponibilidade tempo de acédo, etc (Arantes et al.
2009) e (Fernandes et al. 2007). Dentre estas aplicagcOes destacam-se "screening” de
beta-adrenérgicos e beta-bloqueadores (Bazylak et al. 2004), reconhecimento de amino-
acidos (Demirtas et al. 2009), acucares (Pietraszkiewicz et al.2004), peptideos (Julian et
al. 2002), proteinas e drogas quirais (Zhang et al. 2004), encapsulamento de drogas
como nifedipina (Zhang et al. 2004), ibuprofeno (Amrhein et al. 2002), anestésicos
locais (Arantes et al. 2009) e (Fernandes et al. 2007) e seu transporte ativo para
liberacdo na membrana celular (Rudkevich, 2002), interacdes com albumina (Mitra e

Maitra, 2000), entre outros.

3.5 - Aplicagéo da RMN no estudo de complexos supramoleculares

Dentre os métodos experimentais empregados para estudar complexos
supramoleculares entre calixarenos e hospedes estdo: espectroscépicos (RMN, UV e
IV), espectrométricos (EM), métodos eletroquimicos (potenciometria), calorimetria e
cristalografia de raio-X. Dentre estes métodos vamos focar nossos estudos empregando
a RMN de *H como ferramenta para estudarmos os varios aspectos das interaces néo
covalentes entre calixarenos e anestésicos locais.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é hoje uma das
ferramentas analiticas, ndo destrutivas, mais poderosas e versateis para 0 estudo

estrutural de moléculas e imagens. Uma caracteristica da RMN de H é a variacdo no
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deslocamento quimico dos sinais dos hidrogénios induzidos por complexagdo do tipo
hospede-hospedeiro. Logo, esta analise pode dar a primeira indicacdo sobre a natureza
das interacGes, fornecendo informacgdes sobre a inclusdo e os sitios e/ou posicdes de
complexagéo.

Outra informagédo extremamente importante no estudo das interagcdes do tipo
hospede-hospedeiro é a estequiometria dos complexos. Os métodos mais comuns
empregados para a determinacdo da estequiometria de complexacdo sdo: a) variagédo
continua de um dos componentes (Botsi et al. 1997) e b) variacdo continua de ambos 0s
componentes, método de Job; (Job, 1928; Djedaini et al. 1990). O primeiro método
consiste em observar a variacdo de deslocamentos quimicos (ASqys) dos hidrogénios do
hospedeiro em solugbes distintas perante a variacdo da razdo molar do hdspede em
relacdo ao hospedeiro, cuja concentracdo se mantém constante. Pela observacao de Adqps
é possivel avaliar a estequiometria através de um gréafico (Adqps Versus razdo molar). O
ponto estequiométrico € atingido quando Adq,s permanece constante, de forma analoga a
titulacdo de pH (Figura 7a) (Botsi et al. 1997). No método de Job, as concentragdes de
ambos componentes (hdspede e hospedeiro) variam continuamente enquanto a soma
total das concentragdes permanece constante e, da mesma forma que no método
anterior, a partir de dados racionalizados em grafico (rAdqs versus r; onde r =
[héspede]/([hospede] + [hospedeiro]) observa-se o ponto estequiométrico, o qual é

atingido quando a variante y (rASqps) do mesmo atinge o valor maximo (Figura 7b).
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Figura 7 - Titulacdo por RMN de 'H: a) método com variagdo continua de um dos
componentes e b) método de Job.

4 - OBJETIVOS

1) Sintetizar os é&cido p-sulfénico calix[4]areno e &cido p-sulfénico
calix[6]areno.

2) Realizar a complexagdo e/ou encapsulamento de 4 anestésicos locais com 0s
hospedeiros &cido p-sulfonico calix[4]areno e acido p-sulfénico calix[6]areno.

3) Estudar os complexos do tipo héspede-hospedeiro entre os calixarenos e 0s

anestésicos locais, empregando como ferramenta RMN de *H.

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Sintese do p-terc-butilcalix[4]areno

A sintese do p-terc-butilcalix[4]areno, foi realizada utilizando-se p-terc-
butilfenol, solucdo de formaldeido, meio basico, sob aquecimento, conforme Esquema
2. Essa reagdo é conhecida como substituicdo eletrofilica aroméatica. O mecanismo é

apresentado no Esquema 1, pag 7. (Gutsche, 1989).
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Esquema 2 - Sintese do p-terc-butilcalix[4]areno.
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Figura 8 - Espectro no 1V (pastilhas de KBr) do p-terc-butilcalix[4]areno.

A banda em 3166 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligacdo OH do p-terc-
butilcalix[4]areno. Ao compararmos o espectro do reagente, no caso, 4-terc-butilfenol,
com o do p-terc-butilcalix[4]areno observa-se que no primeiro a banda devido ao
estiramento da ligacdo OH € bem mais larga e aparece num nimero de onda maior 3248
cm(Figura 9). Essa alteracéo no formato e na posicéo das bandas est4 relacionada com

o tipo de ligacéo de hidrogénio que os compostos apresentam.
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Figura 9 - Espectro no 1V (pastilhas de KBr) do p-terc-butilfenol.

Para o p-terc-butilfenol, as ligacbes de hidrogénio sdo do tipo intermoleculares,
enguanto que as no p-terc-butilcalix[4]areno sdo predominantemente intramoleculares,

0 que justifica as diferencas observadas nos dois espectros no 1V.

CH2-Hb CH2-Ha

H-3

OH
B\ —

Figura 10 - Espectro de RMN de ‘H (300,069 MHz; CDCls; 81vs 0,00; 25 °C) do p-
terc-butilcalix[4]areno.
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No espectro de RMN de *H o sinal em & 1,25, integrado para 36 hidrogénios sao
referentes aos hidrogénios metilicos do grupo terc-butil (H-6), os sinais em & 3,49 e
5 4,26 dois dupletos largos integrados para 4 hidrogénios cada sdo referentes aos
hidrogénios metilénicos. Os hidrogénios de CH,-Ha, que estéo voltados para a cavidade
do calixarenos apresentam-se mais blindados. Ja os hidrogénios de CH,-Hb, os quais
estédo voltados para fora da cavidade do calixareno, apresentam-se mais desblindados.
Essa diferenca ocorre devido a esses hidrogénios estarem em ambientes quimicos
diferentes sendo eles hidrogénios etereotdpicos. Estes deslocamentos quimicos e as
multiplicidades séo diagnosticos para a identificacdo do p-terc-butilcalix[4]areno
(Molins et al. 1992). O sinal em & 7,17, um simpleto integrado para 8 hidrogénios
referem-se aos hidrogénios do anel aromético (H-3). Observou-se ainda um sinal em &
9,62 um simpleto integrado para 4 hidrogénios referentes aos hidrogénios das
hidroxilas. Eles se encontram desblindados, ja que em andlogos aciclicos estes se
encontram normalmente entre 7 e 9 ppm (Silverstein e Welester, 2000). Essa variacdo
se deve ao fato de que nestes compostos a formacdo de ligacdes de hidrogénio
intramoleculares, diminui a densidade eletrdnica ao redor do hidrogénio da hidroxila e,
assim, causa deslocamentos para freqiiéncias mais altas.

No espectro de RMN de **C, o sinal em & 31,62 é referente ao carbono C-6 do
grupo terc-butil, o sinal em 6 32,83 foi atribuido ao carbono metilénico CHy, o sinal em
& 34,22 foi atribuido ao carbono quaternario C-5 do grupo terc-butil, os carbonos da
posicdo meta no anel aromatico apresentam o sinal em & 126,15 que foi atribuido ao C-
3, 0s carbonos da posi¢do orto no anel aromatico foram atribuido ao sinal em & 127,91
que é referente a C-2. J& o sinal em & 144,58 é referente ao C-4, carbono das posigdes
para no anel aromatico. O sinal em & 146,88 referente a C-1, carbono que por estar

diretamente ligado a hidroxila, se encontra desblindado.

16



C-6

C-3 CH2

C-2

C-1 C-4 c5

WWWWWWMWMWM

\
Figura 11 - Espectro de RMN de *C (75,459 MHz; CDCls; 8cpcis 77,00; 25 °C) do p-
terc-butilcalix[4]areno

5.2 - Sintese do calix[4]areno
A sintese do calix[4]areno, foi realizada utilizando-se o0 p-terc-

butilcalix[4]areno, adicionando-se fenol, cloreto de aluminio e tolueno seco, sendo o

sistema mantido sob agitacdo e atmosfera de nitrogénio, conforme Esquema 3.

OH
. AlCl,
Tolueno 0 E
e P> LS\ «
OH OH OH HO

OH OH OH HO
Esquema 3 - Sintese do calix[4]areno.
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Esquema 4 — Mecanismo para a formagéo do calix[4]areno.

1004

404

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 12 - Espectro no IV (pastilhas de KBr) do calix[4]areno.

Para o calix[4]areno, as ligacGes de hidrogénio intramolecular nao € muito mais
promunciada, pois a molécula de calix[4]areno sem o grupo terc-butil tem maior grau
de liberdade na interconversdo, diminuindo a intensidade das ligagGes de hidrogénio
intramolecular, apresentando o estiramento da ligagdo OH em maior numero de onda
3230 cm™. Enquanto que as ligacdes de hidrogénio no p-terc-butilcalix[4]areno sdo
predominantemente intramoleculares, o que justifica as diferencas observadas nos dois

espectros no V.
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OH H-3

{ 1‘. CH2-Hb  CH2-Ha

Figura 13 - Espectro de RMN de ‘H (300,069 MHz; CDCls; 81vs 0,00; 25 °C) do
calix[4]areno.

No espectro de RMN de *H os sinais em & 3,55, & 4,35 sdo referentes a dois
simpletos largos, integrados para 4 hidrogénios cada, estes sinais sdo atribuidos aos
hidrogénios metilénicos (CH,-Ha e CH,-Hb, respectivamente) O sinal em &
6,75, integrado para 4 hidrogénios séo atribuidos aos hidrogénios das posicdes para nos
anéis aromaticos (H-4). Ja os hidrogénios das posi¢des meta apresentaram um sinal em
& 7,25 integrado para 8 hidrogénios (H-3). Os sinais de H-3 e H-4 foram observados
como dupleto e tripleto respectivamente, tendo uma constante de acoplamento (3J) no

valor de 7,6 Hz.

Um dado espectroscdpico que confirma a obtencgdo do calix[4]areno é o sinal em
8 6,75 (H-4) sendo este um tripleto com 3J 7,2 Hz referente ao acoplamento orto com

H-3.
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Figura 14 - Espectro de RMN de *C (75,459 MHz; CDCls; ¢cpeiz 77,00; 25 °C) do
calix[4]areno.

No espectro de RMN de *C, o sinal em & 31,93 é referente aos carbonos
metilénicos, o sinal em 6 122,46 é referente a C-4, carbonos da posi¢do para no anel
aromatico; o sinal em & 128,46 € referente a C-2, carbonos das posi¢des orto no anel. J&
o sinal em & 129,20 é referente a C-3, carbonos das posi¢oes meta no anel aromatico.
Observou-se ainda um sinal em & 149,0 referentea C-1, carbono que por estar

diretamente ligado a hidroxila, se encontra desblindado.
5.3 - Sintese do acido p-sulfénico calix[4]areno

Para a obtencdo do acido p-sulfénico calix[4]areno, realizou-se a sulfonacdo do

calix[4]areno, com uso de &cido sulfdrico concentrado (Esquema 6).
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Esquema 5 - Reacéo de formacéo do &cido p-sulfonico calix[4]areno.
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Figura 15 - Espectro no IV (pastilha de KBr) do acido p-sulfonico calix[4]areno.

O estiramento da ligacdo OH do calixareno foi para um maior numero de onda,
perto de 3500 cm™, uma vez que agora a liberdade de rotac&o do calixareno sulfonado é
maior.

Em 1162 cm™ observa-se uma banda larga e forte, relativa ao estiramento da
ligacdo S-O. Ao compararmos o espectro do composto obtido com o do calix[4]areno,
observa-se que a banda referente ao estiramento da ligagdo OH do grupo fenol sofreu
alargamento e aumento na frequéncia de absorcéo para 3420 cm™. Como relatado na
literatura, esta diferenca se deve a mudancas de conformacéo do calixareno, que por sua
vez, influenciam no tipo e na intensidade da ligacdo de hidrogénio apresentada por estes
compostos (Gutsche e Igbal, 1989). Obsevou-se mudancas também na regido de 900-
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650 cm™, devido principalmente & mudancas no padrdo de substituicdo dos anéis

aromaticos que antes era um hidrogénio, agora é um grupo SO3H.

H20

H-3

CH2

B I 1

Figura 16 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; épo 4,67; 25 °C) do 4cido p-
sulfonico calix[4]areno.

No espectro de RMN de *H, o sinal & 3,94 integrado para 8 hidrogénios foram
atribuidos aos hidrogénios metilénicos. O sinal em & 7,49 integrado para 8 hidrogénios
foram atribuidos aos hidrogénios H-3 na posi¢cdo meta dos anéis aromaticos.

Como o solvente utilizado para se obter o espectro foi o D,0, os hidrogénios
ligados aos oxigénios (OH e SO3H) sofrem troca quimica rapida para a escala de tempo

da ressonancia, ou seja, sao rapidamente substituidos por deutério.
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C-4 CH2

C-1

Figura 17 - Espectro de RMN dé B¢ £75,4é9 MHz; Dzb; 25‘ °C) d‘o 4cido p-sulfonico
calix[4]areno.

No espectro de RMN de **C, o sinal em & 30,87 foi atribuido ao carbono
metilénico (CHy), o sinal em & 126,76 foi atribuido ao C-3, o carbono da posi¢do meta
no anel aromatico; o sinal em & 128,38 foi atribuido ao C-2, carbono da posic¢éo orto no
anel. J4 o sinal em & 135,97 foi atribuido ao C-4, carbonos da posicdo para no anel
aromatico ligado ao enxofre. O sinal em & 151,89 referente a C-1, carbono que por estar

diretamente ligado a hidroxila, se encontra desblindado.

5.4 - Sintese do p-terc-butilcalix[6]areno

A sintese do p-terc-butilcalix[6]areno foi realizada utilizando-se o p-terc-
butilfenol, solucdo de formaldeido, meio basico sob agitacdo e aquecimento (Gutsche,

1989), conforme o Esquema 6. O mecanismo é 0 mesmo apresentado para 0 p-terc-

butilcalix[4]areno (Esquema 1, pag. 7).
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Esquema 6 - Sintese do p-terc-butilcalix[6]areno.
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Figura 18 - Espectro no IV (pastilha de KBr) do p-terc-butilcalix[6]areno.

A banda larga em 3133 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligagdo O-H do p-
terc-butilcalix[6]areno. Ao compararmos o espectro do reagente, no caso, p-terc-
butilfenol (Figura 9, pag 15), com o do p-terc-butilcalix[6]areno observa-se que no
primeiro a banda devido ao estiramento da ligacdo O-H é bem mais larga e aparece num
nGmero de ondas maior 3248 cm™. Essa alteracdo no formato e na posicdo das bandas
esta relacionada com o tipo de ligacdo de hidrogénio que os compostos apresentam.

Para o p-terc-butilfenol (Figura 9, pagina 15) as ligacdes de hidrogénio sdo do
tipo  intermoleculares, enquanto que no  p-terc-butilcalix[6]areno  sdo
predominantemente intramoleculares, o que justifica as diferengas observadas nos dois

espectros no V.
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H-3

OH CH2 J

Figura 19 - Espectro de RMN de ‘H (300,069 MHz; CDCls; 81vs 0,00; 25 °C) do p-
terc-butilcalix[6]areno.

No espectro de RMN de *H o sinal em & 1,25 integrado para 54 hidrogénios é
atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo terc-butil (H-6); o sinal em & 3,90 um
simpleto largo integrado para 12 hidrogénios sao referentes aos hidrogénios metilénicos
do grupo (CH), sendo este sinal uma evidéncia para a formacdo do p-terc-
butilcalix[6]areno; o sinal em & 7,14, um simpleto integrado para 12 hidrogénios, refere-
se aos hidrogénios do anel aromatico (H-3). Observou-se ainda um sinal em & 10,53, um

simpleto integrado para 6 hidrogénios, referente aos hidrogénios das hidroxilas.
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Figura 20 - Espectro de RMN de *C (75,459 MHz; CDCls; &cpeis 77,00; 25 °C) do p-
terc-butilcalix[6]areno.

No espectro de RMN de **C, o sinal em & 31,44 é referente ao carbono C-6 do
grupo terc-butil, o sinal em 6 32,27 foi atribuido ao carbono quartenario C-5 do grupo
terc-butil, o sinal em & 33,99 é referente ao carbono metilénico. Os carbonos da posicao
meta no anel aromatico apresentam o sinal em & 125,50 referente a C-3, carbonos das
posicOes orto no anel aromatico atribuido ao sinal em & 128,67 referente a C-2. J4 0
sinal em & 144,67 é referente a C-4, carbonos das posicdes para do anel aromatico. O
sinal em & 146,57 € referente a C-1, carbono que por estar diretamente ligado a

hidroxila, se encontra desblindado.
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5.5 - Sintese do calix[6]areno

A sintese do calix[6]areno, foi realizada utilizando-se o0 p-terc-
butilcalix[6]areno, fenol, cloreto de aluminio e tolueno seco, sendo o sistema mantido

sob agitacdo e atmosfera de nitrogénio.
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Figura 21 - Espectro no IV (pastilha de KBr) do calix[6]areno.

No espectro de RMN de *H o sinal em & 3,90 um simpleto largo integrado para
12 hidrogénios, sdo referentes aos hidrogénios metilénicos. o sinal em & 6,81 integrado
para 6 hidrogénios sdo referentes aos hidrogénios das posicbes para nos anéis
aromaticos (H-4). Ja os hidrogénios das posicfes meta apresentaram sinal em 6 7,13
integrado para 12 hidrogénios (H-3). Os sinais de H-3 e H-4 foram observados na forma
de dupleto e tripleto respectivamente, mostrando assim uma constante de acoplamento
(®J) no valor de 7,6 Hz.

Observou-se ainda um sinal em & 10,38 integrado para 6 hidrogénios, referente
aos hidrogénios das hidroxilas. Esses hidrogénios encontram desblindados, ja que os
sinais referentes ao hidrogénio dos analogos aciclicos encontram normalmente entre 7 e

9 ppm. (Silverstein e Welester, 2000) Essa variagdo se deve ao fato de que nestes
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compostos 0s hidrogénios se encontram associados fortemente por ligacbes de
hidrogénio intramolecular.

Comparando-se os espectros de RMN de *H do p-terc-butilcalix[6]areno com o
do composto obtido, observa-se que o sinal em & 1,25 referente ao grupo terc-butil do
primeiro composto ndo € observado no espectro do composto obtido, 0 que também
constitui um indicativo da formacdo do calix[6]areno e com o aparecimento de um

dupleto 6 7,15 e um tripleto em & 6,83 confirma a formacéo do calix[6]areno.

5
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Figura 22 - Espectro de RMN de H (300,069 MHz; CDCls; 81vs 0,00; 25 °C) do
calix[6]areno.

No espectro de RMN de *C o sinal em & 32,41 foi atribuido ao carbono
metilénico (CH,), o sinal em & 122,06 foi atribuido a C-2, carbono da posi¢éo orto no
anel aromatico; o sinal em & 127,61 foi atribuido a C-4, carbono da posi¢do para do

anel. J& o sinal em & 129,69 ¢ referente a C-3, carbono das posicdes meta no anel
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aromatico. Observou-se ainda um sinal em & 149,85 referente a C-1, carbono que por

estar diretamente ligado a hidroxila, se encontra desblindado.
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Figura 23 - Espectro de RMN de B3¢ (75,459 MHz; CDCls; 8cpeiz 77,00; 25 °C) do
calix[6]areno.

5.6 - Sintese do &cido p-sulfénico calix[6]areno

Apobs a obtencdo do calix[6]areno, realizou-se a sulfonagdo, empregando como

reagente acido sulfurico concentrado, com a mesma metodologia utilizada para o

calix[4]areno. (Esquema 5, pag. 21).
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Figura 24 - Espectro no IV (pastilha de KBr) do acido p-sulfénico calix[6]areno.

Em 1167 cm™ observa-se uma banda larga e forte, relativa ao estiramento da
ligacdo S-O (Barbosa, 2007). Ao compararmos o espectro do composto obtido com o do
calix[6]areno, observa-se que a banda referente ao estiramento da ligacdo O-H do grupo
fenol sofreu alargamento e aumento na frequéncia de absorcdo para 3424 cm™. Como
relatado na literatura, esta diferenca se deve a mudancas conformacionais do calixareno,
que por sua vez, influenciam no tipo e na intensidade da ligacdo de hidrogénio
apresentada por estes compostos (Gutsche e Igbal, 1989). Observaram-se mudancas
também na regido de 900-650 cm™, devido principalmente a mudancas no padréo de
substituicdo dos anéis aromaticos.

No espectro de RMN de C, o sinal em & 30,75 é referente ao carbono
metilénico (CHy), o sinal em & 126,37 é referente a C-2, o carbono da posi¢des orto no
anel aromatico; o sinal em & 127,93 é referente a C-3, carbono das posi¢cGes meta no
anel. Ja o sinal em & 135,17 ¢ referente a C-4, carbono das posi¢es para no anel
aromatico ligado ao enxofre. Um sinal em 6 153,23 referente a C-1, carbono que por

estar diretamente ligado a hidroxila, se encontra mais desblindado.
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O espectro de RMN de *H exibe um simpleto largo em & 3,81, integrado para 12
hidrogénios, para os grupos metilénicos CH, e um simpleto largo em & 7,31, integrado
para 12 hidrogénios que séo referentes aos hidrogénios H-3 do anel benzénicos. Como o
solvente utilizado para se obter o espectro foi o D,0O, os hidrogénios ligados aos
oxigénios (OH e SOsH) sofrem troca quimica rapida para a escala de tempo da
ressonancia, ou seja, sdo rapidamente substituidos por deutério ndo apresentando sinais

no espectro de RMN de *H.

H20

H-3

CH2

P

Figura 25 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; é1po 4,67; 25 °C) do 4cido p-
sulfonico calix[6]areno.
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Figura 26 - Espectro de RMN de *C (75,459 MHz; HDO; 25 °C) do &cido p-sulfonico
calix[6]areno.

6 - ESTUDOS DA COMPLEXACAO ENTRE CALIXARENOS SULFONADOS

E ANESTESICOS LOCAIS

Nesta parte do trabalho foram estudados os anestésicos locais cloridrato de

oxibuprocaina, tetracaina, benzocaina e proparacaina e os sistemas carreadores acido p-

sulfonico calix[4]areno e acido p-sulfénico calix[6]areno.
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Figura 27 — Anestésicos Locais e sistemas carreadores utilizados nos estudos de RMN
de 'H.
6.1 - Complexo entre o &cido p-sulfénico calix[4]areno e o cloridrato de

oxibuprocaina

Como uma investigacdo preliminar foi avaliado a variacdo de deslocamento
quimico entre o complexo cloridrato de oxibuprocaina e acido p-sulfonico
calix[4]areno, os hidrogénios que sofreram as maiores variagdes de deslocamento
quimico foram H-1, H-2, H-3, H-9, H-10 e H-11 (A5 0,87; 0,70; 0,35; 0,34 e 0,40),
respectivamente, (Tabela 1) indicando interagdes entre o grupo amonio de 7 e 0 grupo o

SO3H de 3, e também entre o grupo alquil do éter de 7 com a cavidade de 3. Os
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hidrogénios aromaticos H-5 e H-6 ndo foram avaliados devido a sobreposi¢do dos
mesmos com os hidrogénios do &cido p-sulfonico calix[4]areno no complexo 1:1 (2

mmol L.

Tabela 1 - Valores de deslocamento quimico de RMN de 'H do cloridrato de
oxibuprocaina puro e do complexo cloridrato de oxibuprocaina/acido p-sulfénico
calix[4]areno e as diferencas de deslocamento quimico (A8 = Sjivre — Scomplexada)

H

cr 2 1
*N(CH,CHs),
3
4
o | HOLS SOsH SOH SOzH
X
6 5 ‘ _ ‘
; 8 10 |
o/\g/\ 1 OH OH OH HO
NH,
Cloridrato de Oxibuprocaina (7) Acido p-sulfénicocalix[4]areno (3)

7 7/3 7/3

Hidrogénios ) ) AS =8, -6
livre complexada

H-1 1,24 0,37 0,87
H-2 3,25 2,55 0,70
H-3 3,53 3,18 0,35
H-4 4,53 4,41 0,12
H-5 7,43 -—--
H-6 7,48 ----
H-7 6,77 1,47 -0,70
H-8 4,03 3,95 0,08
H-9 1,69 1,40 0,29
H-10 1,38 1,04 0,34
H-11 0,84 0,44 0,40
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; Supo 4,67; 25 °C) a)
cloridrato de oxibuprocaina puro e b) complexo cloridrato de oxibuprocaina/acido p-
sulfonico calix[4]areno 7/3.

Na tentativa de entender um pouco melhor o sistema formado (complexo 7/3),
realizamos a titulagdo por RMN de 'H para o qual empregamos a variagdo de
deslocamento quimico versus a razdo molar das espécies (método de Job), (Job, 1928).
De acordo com o método de Job foi possivel determinar a estequiometria do complexo

entre o cloridrato de oxibuprocaina 7 e o &cido p-sulfénico calix[4]areno 3, sendo a

estequiometria do complexo de 1:1 conforme a Figura 29.
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Figura 29 - Grafico da titulacdo através do método de Job para o complexo cloridrato
de oxibuprocaina/acido p-sulfénico calix[4]areno 7/3.

Para entender melhor o tipo de associacgdo entre o cloridrato de oxibuprocaina 7
e 0 4cido p-sulfonico calix[4]areno 3 realizamos experimentos de NOESY de 'H. De
acordo com os resultados de incremento de nOe observados entre H-1 de 7 e 0s
hidrogénios H-3 de 3 (Figura 30), podemos propor que exista um equilibrio entre as
duas topologias propostas na Figura 31 (Arantes et al. 2009; Fernandes et al. 2007).
Apesar de observarmos grandes variacdes de deslocamento quimicos (Tabela 1 e
Figura 28) ndo foi observado incrementos de nOe entre o restante da parte alquil do
grupo amodnio com 3 e nem entre 0 grupo éter com os hidrogénios do acido p-sulfénico
calix[4]areno 3. Estes resultados podem ser justificados devido a alta flexibilidade e/ou
velocidade de interconversdo entre uma conformacdo em cone do calixareno para outra
conformacdo também em cone (Gutsche, 1998) o que dificulta a observacao do efeito
nuclear Overhauser, 0 mesmo depende da distancia internuclear e do tempo de vida dos

complexos (Gunther, 1994).
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Figura 30 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; d1po 4,67; complexo 7/3; 25
°C). Experimento de NOESY do complexo écido p-sulfonico calix[4]areno (40 mmol L

1) e cloridrato de oxibuprocaina (20 mmol L™%).
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Figura 31 - Topologia proposta baseado nos dados de variacdo de deslocamento

quimico, estequiometria e nOe do complexo 7/3.
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6.2 - Complexo entre o &cido p-sulfénico calix[6]areno e o cloridrato de

oxibuprocaina.

Para o complexo 7/6 observamos que os hidrogénios que sofreram as maiores
variacOes de deslocamento quimico foram os hidrogénios H-1, H-2, H-3 e H-8 (A5 0,58;
1,14; 1,04; 1,05, respectivamente), quando em contato com 6 (Tabela 2 e Figura 32) o
que nos da indicios de uma interacdo forte entre o grupo aménio do cloridrato de
oxibuprocaina 7 com os grupos SOsH de 6, e também foi observado uma variacéo
significativa nos hidrogénios H-8 do grupo éter, sugerindo que esses hidrogénios
interagem com o hospedeiro 6. A variacdo de deslocamentos quimicos dos hidrogénios
H-5 e H-6 na regido aromética ndo foram possiveis de serem avaliados, devido a

sobreposicao dos sinais com o acido p-sulfénico calix[6]areno.
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Tabela 2 - Valores de deslocamento quimico de RMN de 'H do cloridrato de
oxibuprocaina puro e do complexo cloridrato de oxibuprocaina/acido p-sulfnico
calix[6]areno e a diferencas de deslocamento quimico (AS = Sjivre — Scomplexada)

H

cr 2 1
*N(CH,CHg),
3
4
O o
6 5
7 8 10
NH,

Cloridrato de Oxibuprocaina (7) Acido p-sulfénicocalix[6]areno (6)

7 7/6 7/6

Hidrogénios ) ) AS =08 -
livre complexada

H-1 1,24 0,66 0,58
H-2 3,25 2,11 1,14
H-3 3,53 2,49 1,04
H-4 4,53 4,17 0,36
H-5 7,43
H-6 7,48
H-7 6,77 7,47 -0,70
H-8 4,03 2,97 1,05
H-9 1,69 1,37 0,32
H-10 1,38 1,02 0,36
H-11 0,84 0,48 0,36

Através do método de Job foi possivel determinar a estequimetria do complexo
entre o cloridrato de oxibuprocaina 7 e o &cido p-sulfonico calix[6]areno 6, sendo de 1:1
conforme Figura 33.

De acordo com o espectro de NOESY podemos observar incrementos de nOe
entre o hidrogénio H-1 do anestésico 7 e os hidrogénios H-3 e CH, de 6. Os resultados
de nOe foram confrontados com os dados de variacdo de deslocamento quimico e
estequiometria do complexo 7/6 e com estes dados foi possivel propor a topologia

apresentada na Figura 35.
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Figura 32 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; Supo 4,67; 25 °C) a)
cloridrato de oxibuprocaina pura e b) complexo cloridrato de oxibuprocaina/acido p-
sulfonico calix[6]areno 7/6.
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Figura 33 — Curva de titulacédo através do metodo de Job para o complexo cloridrato de
oxibuprocaina/acido p-sulfonico calix[6]areno 7/6.
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Figura 34 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; 6o 4,67; complexo 7/6; 25
°C). Experimento de NOESY do complexo acido p-sulfonico calix[6]areno (40 mmol L
1) e cloridrato de oxibuprocaina (20 mmol L™%).

R= SO3H
Figura 35 — Topologia proposta baseado nos dados de variacdo de deslocamento
quimico, estequiometria e nOe do complexo 7/6.
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Na tentativa de realizar a complexagcdo do anestésico local cloridrato de
oxibuprocaina com os dois sistemas carreadores &cido p-sulfénico calix[4]areno e o
acido p-sulfénico calix[6]areno, foram realizados estudos da variacdo de deslocamento
quimicos, determinacdo da estequiometria e proposta das respectivas topologias
suportados em incrementos de nOe. De acordo com estes dados observamos que a
maior diferenca foi observada em relagéo ao complexo 7/6 onde tivemos incrementos de
nOe entre H-1 de 7 e CH, de 6. No complexo 7/6 também foi observado uma variagdo

de deslocamento quimico bastante significativa do hidrogénio H-8 A5 = 1,05 o que nédo

foi observado para o0 H-8 no complexo 7/3 (Ad = 0,08).

6.3 - Complexo entre o &cido p-sulfénico calix[4]areno e o cloridrato de tetracaina

A primeira avaliagdo da formacdo do complexo entre cloridrato de tetracaina e o
acido p-sulfonico calix[4]areno, foi realizada analisando-se a variagdo de deslocamento
quimico (AS) dos hidrogénios do complexo cloridrato de tetracaina/acido p-sulfénico
calix[4]areno 8/3, relativo ao cloridrato de tetracaina pura. De acordo com 0s espectros
(Figura 36) da tetracaina pura e do complexo 8/3 podemos observar que os hidrogénios
que sofreram a maior influéncia do hopedeiro foram H-2, H-3, H-6, H-7, H-8, H-4’e H-
6’ (AS -0,27; -0,74; 0,44; 0,89; 0,34; 0,56 e 1,07) quando em contato com 3 (Tabela 3)
0 que nos da indicios de uma interacdo forte entre o grupo amonio da cadeia alifética.
Como ja observado para os complexos descritos anteriormente os hidrogénios da por¢édo

éter também sofreram variacdes nos deslocamentos quimicos bastante significativas.
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Tabela 3 - Valores de deslocamento quimico de RMN de 'H da tetracaina pura e do
complexo cloridrato de tetracaina/acido p-sulfonico calix[4]areno e a diferencas de

deslocamento quimico (A8 = Sjivre — Ocomplexada)

(0]

6
o >N~
; 5 1 4 Cr
NN 2
8 6 H 3

Tetracaina (8)

SOsH  SO.H $OsH

s
l

OH OH oOH HO

Acido p-sulfonico calix[4]areno (3)

8 8/3 8/3
Hidrogénios ) ) A =08 -
livre complexada
H-2 7,71 7,98 -0,27
H-3 6,59 7,33 -0,74
H-5 3,01 2,99 0,02
H-6 1,43 0,99 0,44
H-7 1,22 0,33 0,89
H-8 0,74 0,40 0,34
H-3° 4,45 4,25 0,20
H-4° 3,45 2,89 0,56
H-6’ 2,90 1,83 1,07
¢
o]
.
it
o/\\}/ ~
SMN 2
6 H 3
a
H-6 H-8
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Figura 36 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; Supo 4,67; 25 °C) a)
cloridrato de tetracaina pura e b) complexo cloridrato de tetracaina/acido p-sulfénico

calix[4]areno 8/3.
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Realizando a titulagdo por RMN de 'H empregando o método de Job
observamos de acordo com a Figura 37 que a estequiometria do complexo 8/3 € de 1:1.
Uma explicacdo para o método de Job néo ter definido muito bem a estequiometria de
complexacdo, pode ser a existéncia da formacdo de agregados de tetracaina conforme
descritos por (Fernandez, et al.1981; Schreier et al. 2000), havendo uma disputa entre o

complexo e a forma agregada do sal de tetracaina.
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Figura 37 - Curva de titulacdo através do método de Job para o complexo
tetracaina/acido p-sulfénico calix[4]areno 8/3.

De acordo com o espectro de NOESY (Figura 38) pudemos observar
incrementos de nOe entre os hidrogénios H-2, H-3, H-3’ e H-6 do cloridrato de
tetracaina e o hidrogénio H-3 do &cido p-sulfénico calix[4]areno. De acordo com 0s
dados de incremento de nOe, variacdo de deslocamento quimico e estequiometria

podemos propor que a arquitetura do complexo 8/3 seja a proposta na Figura 39.
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Figura 38 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; oo 4,67; complexo 8/3;
25°C). Experimento de NOESY do complexo &cido p-sulfénico calix[4]areno (40 mmol
L) e cloridrato de tetracaina (20 mmol L™).
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Figura 39 — Topologia proposta baseado nos dados de variacdo de deslocamento
quimico, estequiometria e incrementos de nOe do complexo 8/3.
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O complexo entre o acido p-sulfénico calix[6]areno e o cloridrato de tetracaina
ja foi publicado pelo nosso grupo de pesquisa (Grupo de Quimica Supramolecular e
Biomimética), na revista J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chem. 2007, 57, 395.

Na complexagdo do anestésico local cloridrato de tetracaina com o &cido p-
sulfénico calix[4]areno, foi realizado estudos da variagdo de deslocamento quimicos,
determinacéo da estequiometria e prosposta da respectiva topologia suportado por dados
de incremento de nOe. De acordo com estes dados observamos que a diferenga maior
com relacdo a publicacdo de Fernandes et al. (2007) foi nos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios do anestésico quando em contato com o hospedeiro 3 causando uma
variacdo de deslocamento quimico muito mais efetiva. J& a estequiometria dos

complexos e a topologia proposta sdo bastante similares.

6.4 - Complexo entre o &cido p-sulfénico calix[4]areno e a benzocaina

Com a complexacdo entre a benzocaina e o &cido p-sulfénico calix[4]areno 9/3,
podemos perceber que os hidrogénios do anestésico 9 que sofreram as maiores
influéncias da presenca do hospedeiro 3 foram os hidrogénios H-3, H-3’ e H-4’ (Ad -
0,61; 0,41; 0,67, Figura 40 e Tabela 4). Estas variacdes de deslocamento quimico nos
dao indicios de que a porcao alquil éster e a porcdo aromatica estdo inseridas na

cavidade do hospedeiro 3.
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Tabela 4 - Valores de deslocamento quimico de RMN de *H da benzocaina pura e do
complexo benzocaina/acido p-sulfonico calix[4]areno e as diferencas de deslocamento

qUimiCO (A8 = 8Iivre —- 8complexada)

4I
O O
~ SOsH SO4H SO3H
3 HO3S 3
1
2
3
4
Benzocaina (9) Acido p-sulfénico calix[4]areno (3)
9 9/3 9/3
Hidrogénios ) ) AS =6 -5
livre complexada
H-2 7,75 7,95 -0.20
H-3 6,72 7,33 -0,61
H-3° 4,23 3,82 0,41
H-4 1,25 0,58 0,67
4
o] O\/
3?
1
2
3
4
NH2
H-2 H-3 H-3'
/]
a

b Ho H-3 H-3'

I .
Figura 40 - Espectro de RMN de H (300,069 MHz; D,O; &upo 4,67; 25 °C) a)
benzocaina pura e b) complexo benzocaina/acido p-sulfonico calix[4]areno 9/3.
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Através do método de Job foi possivel determinar a estequiometria do complexo
entre a benzocaina 9 e o &cido p-sulfénico calix[4]areno 3, sendo a mesma de 1:1

conforme Figura 41.
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Figura 41 - Curva de titulacdo através do método de Job para o complexo
benzocaina/acido p-sulfénico calix[4]areno 9/3.

De acordo com o espectro de NOESY (Figura 42) foram observados
incrementos de nOe entre os hidrogénios H-2 e H-3 da benzocaina 9 e os hidrogénios
H-3 do acido p-sulfénico calix[4]areno 3. Com as informacdes obtidas com os dados de
incrementos de nOe, variacdo de deslocamento quimico e estequiometria do complexo

podemos propor a topologia do complexo 9/3 (Figura 43).
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Figura 42 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; é1po 4,67; complexo 9/3; 25
°C). Experimento de NOESY do complexo acido p-sulfonico calix[4]areno (40 mmol L
1) e benzocaina (20 mmol L™).

R= SO,H

Figura 43 — Topologia proposta baseado nos dados de variacdo de deslocamento
quimico, estequiometria e nOe do complexo 9/3.
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6.5 - Complexo entre o &cido p-sulfénico calix[6]areno e a benzocaina

A complexacdo da benzocaina 9 com o acido p-sulfénico calix[6]areno 6
indicam que os hidrogénios do anestésico que sofreram as maiores variacdes de
deslocamento quimico na presenca de 6 foram H-4’, H-3’ e H-3 (Ad 0,25; 0,16; -0,51)
(Tabela 5 e Figura 44). De acordo com as variagcdes nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do anestésico 9 nos da indicios que o anestésico 9 com a porcao alquil éster
e também a porcdo aromatica estdo inseridas na cavidade do é&cido p-sulfénico

calix[6]areno 6.

Tabela 5 - Valores de deslocamento quimico de RMN de *H da benzocaina pura e do
complexo benzocaina/acido p-sulfonico calix[6]areno e a diferencas de deslocamento

qUimiCO (A8 = 8Iivre - 8complexada)

4
@) O\/
3
1
2
3
4
NH,
Benzocaina (9) Acido p-sulfonico calix[6]areno (6)
9 9/6 9/6
Hidrogénios ) ) AS =08 -
livre complexada
H-2 7,75 7,83 -0,08
H-3 6,72 7,23 -0,51
H-3’ 4,23 4,07 0,16
H-4° 1,25 1,00 0,25
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Figura 44 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; Snpo 4,67; 25 °C) a)
benzocaina pura e b) complexo bezocaina/acido p-sulfénico calix[6]areno 9/6.
Através do método de Job foi possivel determinar a estequiometria do complexo

entre a benzocaina 9 e o &cido p-sulfonico calix[6]areno 6, sendo a estequiometria

predominante de 1:1 conforme Figura 45.
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Figura 45 - Curva de titulacdo através do método de Job para o complexo
benzocaina/acido p-sulfénico calix[6]areno 9/6.
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Interpretando os dados obtidos com os espectros de NOESY (Figura 46) foi
possivel observar incrementos de nOe entre os hidrogénios H-2 e H-3 da benzocaina 9 e
os hidrogénios H-3 do &cido p-sulfbnico calix[6]areno 6. Também pudemos observar
incrementos de nOe entre o hidrogénio H-4’ da benzocaina 9 com CH, do acido p-
sulfonico calix[6]areno 6. Uma vez com os dados de incremento de nOe, variacdo de
deslocamento quimico e estequiometria podemos propor a topologia do complexo 9/6

(Figura 47).
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Figura 46 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; é1po 4,67; complexo 9/6; 25
°C). Experimento de NOESY do complexo acido p-sulfonico calix[6]areno (40 mmol L
1) e benzocaina (20 mmol L™).
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Figura 47 — Topologia proposta baseado nos dados de variacdo de deslocamento
quimico, estequiometria e nOe do complexo 9/6.

Ao realizar a complexacdo do anestésico local benzocaina com os dois sistemas
carreadores &cido p-sulfonico calix[4]areno e o 4&cido p-sulfonico calix[6]areno
observamos que houve incrementos de nOe entre os hidrogénios H-4 do anestésico
benzocaina 9 e CH, do hospedeiro acido p-sulfénico calix[6]areno 6. J& os dados de
variacdo de deslocamento quimico e estequiometria foram muito similares para os dois

complexos.

6.6 - Complexo entre o &cido p-sulfonico calix[4]areno e o cloridrato de

proparacaina

A avaliacdo da formacdo do complexo entre o cloridrato de proparacaina e o
acido p-sulfénico calix[4]areno, foi realizada empregando primeiramente a variacdo de
deslocamento quimico (Ad) dos hidrogénios do cloridrato de proparacaina/acido p-
sulfénico calix[4]areno, relativo ao cloridrato de proparacaina pura. De acordo com a
complexacédo do cloridrato de proparacaina 10 com o acido p-sulfonico calix[4]areno 3

os hidrogénios do anestésico 10 que mais sdo afetados pela presenca do hospedeiro séo
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H-2, H-6, H-9, H-10, H-4°, H-6’ e H-7" (A -0,52; -0,55; 0,48; 0,91; 0,51; 0,99 e 0,79,

respectivamente Tabela 6 e Figura 48). Observando estas variagfes de deslocamento

quimico podemos verificar indicios de uma interacdo forte entre 0 grupo amonio da

proparacaina e o grupo SOzH de 3, mas também verificamos variacfes de deslocamento

quimico significativas dos hidrogénios da porcdo alqui éter do cloridrato de

proparacaina 10 indicando que esta porcao também sofre influéncia do hospedeiro.

Tabela 6 - Valores de deslocamento quimico de RMN de H do cloridrato de
proparacaina pura e do complexo cloridrato de proparacaina/acido p-sulfénico
calix[4]areno e a diferencas de deslocamento quimico (Ad = Sjivre — Scomplexada)

7

&
(e}
2 3 .

H,N 1 NH
O/\/ V

10 8 4 cr

\/\O 6
9 5

Proparacaina (10)

OH

SO3H SOgH

HO3S
X
~

SOzH

Acido p-sulfénico calix[4]areno (3)

10 10/3 10/3
Hidrogénios ) ) A6 =8, -6
livre complexada

H-2 7,38 7,90 -0,52
H-5 6,93 7,08 -0,15
H-6 7,45 8,00 -0,55
H-8 4,02 3,79 0,23
H-9 1,73 1,25 0,48
H-10 0,92 -0,01 0,91
H-3’ 4,54 4,33 0,21
H-4’ 3,53 3,02 0,51
H-6’ 3,25 2,26 0,99
H-7 1,24 0,45 0,79
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Figura 48 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,0; Supo 4,67; 25 °C) a)
cloridrato de proparacaina pura e b) complexo cloridrato de proparacaina/acido p-
sulfonico calix[4]areno 10/3.

Realizado a titulacgdo por RMN de 'H e empregando o método de Job
observamos de acordo com a Figura 49 que a estequiometria predominente para o
complexo 10/3 é de 1:1. Uma explicacdo para 0 método de Job ndo ter definido muito
bem a estequiometria de complexacéo, pode ser a existéncia da formacdo de agregados
do cloridrato de proparacaina 10, o que ja foi relatado para o cloridrato de tetracaina 8
(Fernandez, et al. 1981; Schreier et al. 2000), o que poderia causar uma disputa entre a

formacédo do complexo e a forma agregada do cloridrato de proparacaina.
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Figura 49 — Gréfico da titulacdo através do método de Job para o complexo de
cloridrato de proparacaina/acido p-sulfénico calix[4]areno 10/3.

De acordo com os dados de NOESY (Figura 50) pode-se observar incrementos
de nOe entre os hidrogénios H-2 e H-4’ do anestésico 10 com os hidrogénios H-3 do
acido p-sulfonico calix[4]areno 3. Também foi observado incrementos de nOe entre o
hidrogénio H-8 do anestésico 10 com os hidrogénios CH, do éacido p-sulfénico
calix[4]areno 3. De posse das informagdes de incrementos de nOe, estequiometria do
complexo e variagfes nos deslocamento quimicos de hidrogénios, foi proposto a

topologia do complexo 10/3 como sendo a da Figura 51.
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Figura 50 - Espectro de RMN de *H (300,069 MHz; D,O; &1po 4,67; complexo 10/3;
25 °C). Experimento de NOESY do complexo acido p-sulfonico calix[4]areno (40
mmol L) e cloridrato de proparacaina (20 mmol L™).

R= 803H

Figura 51 — Topologia proposta baseado nos dados de variacdo de deslocamento
quimico, estequiometria e nOe do complexo 10/3.
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A complexacdo do anestésico local cloridrato de proparacaina com o &cido p-
sulfénico calix[6]areno, foram realizadas e estes dados j& encontram-se publicados
Arantes et al. 2009, 47, 757-763 (publicagéo encontra-se em anexo). O complexo entre
o cloridrato de proparacaina e o acido p-sulfénico calix[4]areno demonstrou resultados

muito proximos dos publicado por Arantes et al. (2009).
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7 - CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados 6 calixarenos, dos quais dois sdo sollveis em
agua. Os calixarenos solUveis em agua, sdo os acido p-sulfénico calix[4]areno e acido p-
sulfénico calix[6]areno, que foram empregados como hospedeiros moleculares para
quatro anestésicos locais.

A técnica empregada para avaliar os complexos supramoleculares (hdspede-
hospedeiro) foi a ressonancia magnética nuclear de 'H que se mostrou como uma
ferramenta eficiente para entender melhor os varios aspectos dos complexos formados.
Empregando a RMN de 'H foi possivel determinar a estequiometria dos complexos
empregando o método de Job onde foi observado que todos os complexos apresentaram
estequiometria de 1:1 para todos anestésicos locais empregados aos dois hospedeiros. A
topologia dos complexos foi determinada por experimentos de NOESY, revelando que
as forcas que atuam na complexacdo sdo diferentes: interacdes hidrofobicas e par-
iénico.

Outra técnica fundamental neste trabalho foi a difusdo por RMN através da qual
determinou-se os coeficientes de difusdo das espécies puras e do complexo formado,
sendo também obtido de maneira indireta a porcentagem de populacdo complexada
(Y%pcompl) € @ constante de associacdo aparente (Kap).

Na tentativa de racionalizar estes dados pode-se concluir que foram obtidos
complexos do tipo hospede-hospedeiro em solucdo e que os hospedeiros moleculares
empregados se mostraram bastante promissores como veiculos de encapsulamento.

Fica claro que a versatilidade e limitacGes dos calixarenos como veiculos de
encapsulamento de anestésicos locais devem ser melhor investigados realizando-se 0s

testes de toxidade, e de liberagdo controlada.
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8 - PARTE EXPERIMENTAL

8.1 — Instrumentacéo e Condicdes

8.1.1 — Espectroscopia no infravermelho

Todos os espectos no infravermelho foram realizados em espectrofotometro

PERKIM ELMER SPECTRUM 1000 (Departamento de Quimica — UFV).

8.1.2 — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos unidimensionais de RMN foram realizados em espectrometro
Varian Mercury 300 MHz (Bo = 7 T), operando a 300,069 MHz para *H e 75,459 MHz
para *3C. Espectrometro Varian Mercury 300 MHz (Bo = 7 T), é equipado com sondas
de 5 mm para deteccdo direta e estacOes de trabalho Sun para processamento de
espectros.

Todos os espectros unidimensionais de RMN foram adquiridos a 25,0 + 0,1 °C.
As amostras foram analisadas em tubos de ressonancia de 5 mm de didmetro. O sinal do
deutério do solvente foi utilizado como trava.

Os experimentos unidimensionais foram adquiridos utilizando “softwares’’
padrdo Varian sob condicdes tipicas, como seguem o programa VNMR do equipamento

(Varian, Inc.).
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8.1.3 — Técnicas unidimensionais

RMN de 'H

Os espectros de RMN de *H foram adquiridos com pulsos de 45 ° (largura 2,5-
4,0 us), largura de varredura de 4,5 kHz (nimero de pontos 16 K), tempos de aquisicéo
(at) e espera de reciclagem (d1) de 3,64 e 2,0 s, respectivamente. Foram acumuladas
cerca de 32-128 transientes e a resolucdo digital do espectro de 0,25 Hz/ponto. Os
deslocamentos quimicos foram registrados em ppm, tomando-se como padrfes de
referéncia interna o tetrametilsilano 0,3 % (TMS, 0,00 ppm ou o sinal HDO, 4,67 ppm).
Os sinais obtidos foram caracterizados como: s = simpleto, sl = simpleto largo, d =
dupleto, dl = dupleto largo, t = tripleto, g = quarteto, m = mutipleto. As constantes de

acoplamento (J) foram citadas em Hz.

RMN de **C

Os espectros de RMN de *C foram adquiridos com pulsos de 45° (largura:4-6
ps), empregando desacoplamento em faixa larga (sequéncia de WALTZ), sob uma
janela de 18 kHz, com um namero de 64 k pontos (tempo de aquisi¢do: 0,87 s) e tempo
de espera para reciclagem (d1) de 1,2 s. Nestes experimentos foram acumulados 3000-
5000 scans, com resolucdo digital de 1,0 Hz/ponto. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em & (ppm), tornando-se como padrfes de referéncia interna o

tetrametilsilano (TMS, 0,00 ppm), CDCl;3 (77,00).

8.1.4 — Experimentos de nOe (efeito nuclear Overhauser)

A sequéncia de pulso utilizada € NOESY 2D disponivel no Varian Mercury 300

MHz (7 T).
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Os espectros foram obtidos com largura espectral de 4,5 kHz (nimero de dados:
64 k pontos), tempos de aquisicdo (at), reciclagem (d1) mix e ni, 0,23 s, 2 s, 0,4 e 128

respectivamente.

8.2 - Preparo das amostras

8.2.1 - Solventes e reagentes

Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiticamente puros e/ou
indicados pelos fabricantes, para uso em sintese organica. Sempre que necessario 0s
reagentes e solventes foram submetidos aos métodos gerais de purificacdo, descritos na
literatura (Perrin et al. 1980). Os anestésicos locais foram adquiridos da Aldrich com
grau de pureza acima de 99% e os solventes deuterados (CDCl3 99,80% e D,0 99,75%)

adquiros junto a TediaBrazil.

8.2.2 — Preparo das amostras para estudo de espectroscopia no infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
pastilhas de KBr, empregando-se um espectrofotdmetro PERKIM ELMER

SPECTRUM 1000 (Departamento de Quimica — UFV).

8.2.3 — Preparo das amostras para estudos de RMN de *H

Os complexos entre cloridrato de oxibuprocaina, cloridrato de tetracaina,
proparacaina, benzocaina e seus carreadores acido p-sulfénico calix[4]areno, acido p-

sulfonico calix[6]areno, foram preparados solubilizando-se quantidades equimolares do
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hospedeiro e do héspede (2 mmol L™, cada) em 0,6 mL de D,O e mantidos em contato

por 72 h antes da realizacdo dos experimentos.

8.2.4 — Preparo das amostras para estudos de RMN de *H (NOESY)

As amostras dos complexos para espectroscopia de RMN de *H (NOESY) foram
preparadas em solucdes contendo 40 mmol L™ do hospedeiro e 20 mmol L™ do hospede

em 0,6 mL de agua deuterada (D;0).
8.2.5 - Experimentos de titulagéo

8.2.5.1 - Estequiometria
Método de Job

As solucOes a serem tituladas foram preparadas a partir de solucdes estoque dos
hospedeiros e dos hdspedes, diluindo-as através da variacdo continua das concentragdes
das espécies, de tal forma que a soma das concentragdes das mesmas se mantivesse
constante ([hospedeiro] + [héspede] = 2 mmol L™). Foram empregadas solucdes nas

razbes de [12:3]; [10,5:4,5]; [9:6]; [7,5:7,5]; [6:9]; [4,5:10,5] e [3:12] de cada

componente conforme esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela 7 — Tabela de titulacdo (Método de Job)

Razdo molar VaL VsosHexn Viotal
15:0 0,60 0 0,60
12:3 0,48 0,12 0,60

10,5:4,5 0,42 0,18 0,60
9:6 0,36 0,24 0,60
7,575 0,30 0,30 0,60
6:9 0,24 0,36 0,60
45:10,5 0,18 0,42 0,60
3:12 0,12 0,48 0,60
0:15 0 0,60 0,60

*VaL € Vsosnexn 80 volumes utilizados na titulagao, entre os anestésicos locais (VaL) €
dos calixarenos (Vsosn).

Apols colocarmos em contato o hospedeiro e o hospede, o volume foi
completado para 0,6 mL e os mesmos foram deixados em contato por 72 h antes da
analise. Os espectros de RMN de *H das amostras tituladas foram referenciados no sinal
do solvente (HDO). Os valores de A&qps de alguns sinais dos hospedes foram
correlacionados com as concentracdes das espécies tituladas através de graficos (Adqps
[hdspede]/([hospedeiro] + [hdspede]) versus [hospede]/([hospedeiro] + [hospede]). A
primeira avaliacdo da formacdo dos complexos entre anestésicos locais e 0s carreadores
foi realizada pela variacdo de deslocamento quimico (A8) dos hidrogénios do anestésico

local/acido p-sulfénico calix[4 e 6]areno, relativo ao anestésico local puro.
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9 —- DESCRICAO DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

9.1 - Sintese do p-tert-butilcalix[4]areno (1)

C44H5604 MM=649,9 g/mOI (1)

O p-terc-butilfenol (25 g), uma solucéo de formaldeido (40%) 16 mL e 0,3 g de
hidréxido de sédio foram transferidos para um baldo de trés bocas equipado com um
agitador mecanico. A mistura reacional foi aquecida a (110-120 °C) por 2 horas sob
agitacdo mecénica. Com o progresso da reacdo, a solugdo originalmente clara
(transparente) tornou-se amarelo limdo luminoso e, com a remocdo da &gua, a mistura
reacional muda para uma massa espessa amarelo dourado tornando-se uma goma
consistente, devido a eliminacdo de 4gua. Durante este periodo um pouco de espuma foi
observado, e a mistura reacional se expandiu um pouco antes de voltar ao volume
original. Apoés este periodo adicionou-se a mistura reacional 250 mL de difenil éter e
manteve-se a agitacdo por mais 1 hora. Apos esse tempo a mistura foi refluxada sob
fluxo de nitrogénio durante 2 horas para remogéo de agua com auxilio de condensador e
dean stark e capsulas de porcelanas. Durante o refluxo nota-se a formacdo de um
precipitado mudando de amarelo para marrom escuro e em seguida a mistura reacional

foi resfriada a temperatura ambiente. A essa mistura foram adicionados 375 mL de
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acetato de etila e agitada por 30 min. O material sélido foi filtrado em um funil de
buchner, lavado com acetato de etila (2 x 25 mL), acido acético (50 mL), e agua (2 x 25
mL), (Gutsche et al. 1981). O produto desejado foi obtido como um p6 branco (16,55 g;
25,46 mmol) com rendimento de 61,3%.

Dados espectroscopicos:

IV (KBr) v (cm™); 3161, 2953, 1604, 1482, 1465, 1391,1362, 1239, 1200, 871, 817,
782.

RMN de *H (300,069 MHz; CDCls; tms 0,00) & (integragdo, multiplicidade, constante
de acoplamento, atribuigéo); 1,29 (36H, s, H-6); 3,50 (4H, d, CH,-H-a); 4,26 (4H, d,
CH,-H-b); 7,05 (8H, s, H-3); 10,34 (4H, s, OH).

RMN de *C (75 MHz; CDCls; Scpeis 77,00): (8, atribuicdo); 31,62 (C-6); 32,83 (CH,);

34,22 (C-5); 126,15 (C-3); 127,91 (C-2); 144,58 (C-4); 146,68 (C-1).
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9.2 - Sintese do calix[4]areno (2)

OH

CpgH2404 MM=424 g/mol (2)

O p-terc-butilcalix[4]areno (5,07 g; 7,80 mmol), fenol (3,13 g; 33.34 mmol) e
tolueno (50 mL) foram transferidos para um baldo de duas bocas sob atmosfera de
nitrogénio. Em seguida foi adicionado cloreto de aluminio (6,00 g; 44,90 mmol), e a
mistura reacional foi mantida sob agitacdo por uma hora a temperatura ambiente, a
solugéo tornou-se vermelho intenso.

Ap0s este periodo, a reacdo foi interrompida por adicdo de 500 mL de agua
gelada, e a fase organica foi separada. O tolueno foi removido por evaporacdo, e 0
residuo foi lavado com 300 mL de metanol. O material foi recristalizado em metanol-
cloroférmio fornecendo um pé branco com ( 2,72 g; 6,40 mmol) 82% de rendimento
(Bocchi et al. 1982).

Dados espectroscopicos:

IV (KBr) v (cm™); 3145, 3091, 2933, 1465, 1448, 1376, 1212, 773, 752.

RMN de 'H (300,069 MHz; CDCls; tms 0,00) & (integragdo, multiplicidade, constante
de acoplamento, atribuicdo); 3,55 (4H, dl, % = 12,6 Hz, H-a); 4,35 (4H, dlI, %] = 13,2
Hz, H-b); 6,75 (4H, t, °J = 7,2 Hz, H-4); 7,25 (8H, d, ®J = 7,5 Hz, H-3); 10,34 (4H, s,
OH).

RMN de **C (75,459 MHz; CDCls; &cpeis 77,00): (5, atribuicdo); 31,93 (CH,); 122,4

(C-4); 128,46 (C-2); 129,20 (C-3); 149,0 (C-1).
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9.3 - Sintese do acido p-sulfénico calix[4]areno (3)

SO5H SO3;H SOzH SOzH

OH OH OH HO

CygH24S4016 MM=744 g/mol (3)

Transferiu-se para um baldo de 25 mL, (0,87 g; 2,05 mmol) de calix[4]areno e 9
mL de &cido sulfdrico concentrado (98%). A mistura reacional foi colocada sob
aquecimento e agitagdo magnética a uma temperatura de 80 °C, a mistura reacional
tornou-se marrom escuro.

Apds 4 horas de reacdo, retirou-se uma aliquota e testou sua solubilidade em
agua, quando essa foi totalmente solUvel a reacdo foi considerada completa.

Apds o término da reacdo, filtrou-se a vacuo em um funil G4. O produto foi
obtido na forma de um solido (0,73 g; 0,98 mmol) com rendimento de 48% do acido p-
sulfonico calix[4]areno (3) (Shinkai et al. 1987).

Dados espectroscopicos:

IV (KBr) v (cm™); 3234, 1636, 1599, 1162, 630.

RMN de 'H (300,069 MHz; D,O; &upo 4,67)6 (integracdo, multiplicidade,

atribuicdo); 3,87 (8H, sl, CHy), 7,42 (8H, sl, H-3).
RMN de °C (75,459 MHz; D,0): (5, atribui¢do); 30,87 (CH,); 126,76 (C-3); 128,38

(C-2); 135,97 (C-4); 151,89 (C-1).

9.4 - Sintese do p-terc-butilcalix[6]areno (4)
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CeeHgaOs MM=972,56 g/mol (4)

O p-tert-butilfenol (3,00 g), uma solucdo de formaldeido (40%) (4,1 mL) e
hidroxido de potassio (0,45 g) foram transferidos para um baldo de duas bocas. O
aquecimento e agitacdo sdo iniciados, e apos 15 min um fluxo de nitrogénio foi inserido
ao sistema reacional para facilitar a remoc¢édo da agua, sendo mantido por duas horas a
110-130 °C. Com o progresso da reacéo, a solucdo originalmente clara (transparente)
tornou-se amarelo limdo luminoso e, com a remoc¢do da agua, a mistura reacional muda
para uma massa espessa amarelo dourado tornando-se uma goma consistente. Durante
este periodo um pouco de espuma foi observado, e a mistura reacional se expandiu um
pouco antes de voltar ao volume original. Apds este periodo foi adicionado a mistura
reacional xileno (200 mL) para dissolver a massa semi-sélida, dando uma solucao
amarela que imediatamente foi colocada sob refluxo. Depois de 30 min um precipitado
comecou a se formar, e a cor da mistura reacional mudou de amarelo para laranja. O
refluxo foi mantido por trés horas, e apds este periodo a mistura reacional foi deixada
esfriar até a temperatura ambiente. A mistura foi filtrada a frio em um funil de Buchner
e o precipitado foi lavado com xileno a frio dando um produto menos colorido. O
material foi pulverizado, transferido para um erlenmeyer, dissolvido em 100 mL de
cloroférmio (ndo foi completamente sollvel), e tratado com 25 mL de acido cloridrico
(1 mol LY. Apés 10-15 min de agitacdo a solucdo tornou-se amarelo-alaranjada, a

agitacdo foi mantida por mais 10 min, e entdo a mistura foi transferida para um funil de
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separagdo. A fase orgénica foi separada, a fase aquosa lavada com 3 x 25 mL de
cloroférmio e as fragdes organicas foram reunidas, e em seguida, foi adicionado sulfato
de sodio para a remocao da agua residual. O sulfato de sodio foi removido por filtracéo,
a solucdo de cloroférmio foi concentrada para aproximadamente 60 mL por
aquecimento e 60 mL de acetona quente foi adicionado a solugdo de cloroférmio
fervente. A mistura foi deixada esfriar e filtrada dando 2,4 g (80%) do produto como um
po branco (Gutsche et al. 1981).

Dados espectroscopicos:
IV (KBr) v (cm™); 3133, 3049, 2960, 1484, 1393, 1362, 1203, 872, 808, 747.
RMN de 'H (300,069 MHz; CDCls; tms 0,00) & (integragdo, multiplicidade, constante
de acoplamento, atribuicdo); 1,29 (54H, s, H-6); 3,90 (12H, s, CH,); 7,16 (12H, s, H-3);
10,42 (6H, s, OH).
RMN de *C (75,459 MHz; CDCls; 8cpeiz 77,00): (5, atribuicdo); 31,44 (C-6); 32,27

(CH,); 33,99 (C-5); 1255 (C-3); 128,67 (C-2); 144,67 (C-4); 146,57 (C-1).

9.5 - Sintese do calix[6]areno (5)

AAAIG

OH HO
OH OH

CuyH3605 MM=636,75 g/mol (5)
O p-terc-butilcalix[6]areno (0,50 g), fenol (0,29 g) e tolueno (6 mL) foram
transferidos para um baldo de duas bocas sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida foi

adicionado cloreto de aluminio (0,56 g), e a mistura reacional foi mantida sob agitacéo
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por uma hora & temperatura ambiente, tornando-se vermelho intenso com liberagdo de
vapores de HCI.

Ap0s este periodo, a reagdo foi interrompida por adicdo de 50 mL de &gua
gelada, e a fase organica foi separada. O tolueno foi removido por evaporacdo, e 0
residuo foi triturado em 30 mL de metanol dando um produto menos colorido. O
material foi recristalizado em metanol-cloroférmio dando 0,246 g de um p6 branco com
75% de rendimento. (Bocchi et al. 1982)

Dados espectroscopicos:

IV (KBr) v (cm™); 3167, 2950, 1609,1590, 1465, 1259, 1210, 1160, 1081, 958, 834,
773, 751.

RMN de *H (300 MHz; CDCls; &1ms 0,00) (5, integracdo, multiplicidade, constante de
acoplamento, atribuicéo); 3,89 (12H, sl, CH,); 6,81 (6H, t, 31 = 7,6 Hz, H-4), 7,13
(12H, d, *J = 7,6 Hz, H-3); 10,36 (6H, s, OH).

RMN de *C (75 MHz; CDCls; 8¢cpeis 77,00): (5, atribuicdo); 32,41 (CH,); 122,06 (C-

4): 127,61 (C-2); 129,69 (C-3); 149,85 (C-1).

71



9.6 - Sintese do acido p-sulfénico calix[6]areno (6)

SOzH SOzH

SO;H SO,H
SOH
7
/
|
OH

OH OH

CuoH3686024 MM=1116,75 g/mol (6)

O é&cido p-sulfénico calix[6]areno foi preparado por tratamento do calix[6]areno
(1 g) com 10 mL de H,SO4 concentrado e a mistura reacional foi aquecida a 100 °C por
trés horas sob agitacdo magnética. Apds 4 horas de reacdo, retirou-se uma aliquota e
testou sua solubilidade em &gua, quando essa foi totalmente sollvel a reacdo foi
considerada completa.

Apds o término da reacdo, filtrou-se a vacuo em um funil G4, onde o solido foi
recolhido. O precipitado obtido passou por um processo de secagem obtendo 1,23 g
com rendimento de 70% do &cido p-sulfénico calix[6]areno (Shinkai et al. 1987).

Dados espectroscopicos:

IV (KBr) v (cm™); 3424, 2600, 1592, 1166, 623.

RMN de *H (300,069 MHz; D,0; &rpo 4,67): (5, integracdo, multiplicidade, constante
de acoplamento, atribuicédo); 3,81 (12H, sl, CH,), 7,37 (12H, sl, H-3).

RMN de *C (75,459 MHz; D,0) (5, integragdo) 30,75 (CH,); 126,37 (C-3); 127,93 (C-

2): 135,19 (C-4); 153,23 (C-1).
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Proparacaine complexation with
B-cyclodextrin and p-sulfonic acid
calix[6]arene, as evaluated by varied "TH-NMR
approaches

Lucas Micquéias Arantes,? Camilla Scarelli,© Anita Jocelyne Marsaioli,’
Eneida de Paula, and Sergio Antonio Fernandes®*

This study focused on the use of NMR techniques as a tool for the investigation of complex formation between proparacaine
and cyclodextrins (CDs) or p-sulfonic acid calix[6]arene. The pH dependence of the complexation of proparacaine with -CD and
p-sulfonic acid calix[6]arene was studied and binding constants were determined by "H NMR spectroscopy [diffusion-ordered
spectroscopy (DOSY)] for the charged and uncharged forms of the local anesthetic in 8-CD and p-sulfonic acid calix[6]arene.
The stoichiometries of the complexes was determined and rotating frame Overhauser enhancement spectroscopy (ROESY) 1D
experiments revealed details of the molecular insertion of proparacaine into the $-CD and p-sulfonic acid calix[6]arene cavities.
The results unambiguously demonstrate that pH is an important factor for the development of supramolecular architectures
based on B-CD and p-sulfonic acid calix[6]arene as the host molecules. Such host-guest complexes were investigated in view
of their potential use as new therapeutic formulations, designed to increase the bioavailability and/or to decrease the systemic

toxicity of proparacaine in anesthesia procedures. Copyright (© 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: proparacaine; cyclodextrin; calixarenes; NMR

Introduction

The formulation of drugs is an important topic in pharmaceutical
sciences. Many therapeutically active molecules are chemically
and biologically fragile; so they need to be encapsulated in a
drug carrying system to improve their physicochemical stability.
The desirable features of drug carriers in drug-delivery systems
include controlled release, targeting and absorption enhancing
abilities. From the safety point of view, bio-adaptability is an
important requirement for drug carrier systems, as well as
high quality and low cost.'"”? These carriers protect the loaded
drug against degradation, the guest molecule being transported
effectively in biological media.® The development of such systems
include cyclodextrins (CDs),*~?! calix[n]arenes,!'9~ 1% micelles,'®
liposomes,!7'81 micro-I' and nanoparticles?® and solid lipid
nanoparticles®?' =23 as drug carriers.

CD was one of the first molecular receptors (‘host’ molecule)
whose ability to bind organic (guest) compounds was recognized
and extensively studied by various experimental techniques.[?4~26!
Consequently, CDs have pharmaceutical applications as high per-
formance biomaterials in drug-delivery systems due to their ability
to change physical, chemical and biological properties of guest
molecules through the formation of inclusion complexes.[2” =2

Surprisingly, calix[n]arenes,3® organic macrocyclic host
molecules formed by the ortho-condensation of para-substituted
phenols and formaldehyde, are well investigated in supramolecu-
lar chemistry but less studied with respect to their drug-delivery
properties.['?]

The characterization of the delivery systems formed by com-
plexation of the local anesthetic proparacaine 1, in 8-CDs 2 or

p-sulfonic acid calix[6]arene 3 (Scheme 1) provides important
information to optimize its possible future use, which requires a
better knowledge of the molecular properties of the complexes."
Crucial information for the characterization of these complexes in-
clude the stoichiometry, the complexed population (%ppound), the
formation/dissociation constant (K,) and the relative positioning
of the carrier/guest inclusion complex, which can be determined
from pulsed field gradient spin-echo(PGSE)!273¢ and nuclear
Overhauser effect (NOE)®”! experiments, respectively.

The main objective of this investigation was the analysis of
the complexation by B-CDs 2 or p-sulfonic acid calix[6]arene 3
(Scheme 1) of the local anesthetic proparacaine 1 in an aqueous
medium under various experimental conditions (pH 5 and pH
10). Using the Job plot method, PGSE and NOE NMR approaches,
we obtained large variety of information about the molecular
interactions that drive the complexation process of proparacaine.
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Scheme 1. Chemical structure of proparacaine (1), -cyclodextrin (2) and p-sulfonic acid calix[6]arene (3).

Results and Discussion

We determined the ionization constant of proparacaine by the
pH-titration method as 8.33. From that we designed experiments
at pH 5 and 10 to evaluate the complexation of charged and
uncharged proparacaine 1 species, with 8-CDs 2 or p-sulfonic acid
calix[6]arene 3. Both anesthetic forms seem to be important for the
anesthesia mechanism, with the uncharged species binding more
strongly to the membranes while the protonated form has the
necessary water solubility for the anesthetic to cross the biological
compartments and reach the targeted axonal membranes in
sufficient concentration.38-40)

We started our investigation by analyzing the complexation-
induced hydrogen chemical shifts (A§) in the 1/2 and 1/3
complexes, relative to free 1.

The hydrogens of 1 displayed discrete chemical shift variations
(<0.04 ppm) in the presence of 2 complex (1/2) in pH 5 (Table 1).
When the (1/2) complex was prepared in pH 10, the hydrogen
chemical shift variations of 1 were more pronounced (up to
0.12 ppm, Table 2). This fact can be rationalized by the smaller
water solubility of the uncharged proparacaine 1 species at pH
10, which favors the inclusion of 1 into the hydrophobic cavity of
B-CD 2 at alkaline but not at acidic pH.

Complexation between 1 and 3 at acidic pH induced large
shielding effects in all hydrogens of 1, mainly H-3', H-4', H-6" and
H-7" (A§ = 0.74,0.38, 0.84 and 0.42 ppm, respectively — Table 1),
revealing interactions between the charged ammonium group of
1 (pH 5) and the SOzH group of 3 (Table 1).l1041]

As expected, smaller hydrogen chemical shifts changes were
observed between free 1 and 1/3 complex at pH 10, when
proparacaine is in its neutral form (Table 2) than at pH 5.

We further established the stoichiometries for the 1/2 and 1/3
complexes (pH 5 and pH 10), using the Job plot method.*243! The
plots obtained from the NMR analyses indicated the predominant
formation of 1:1 complexes, for 1/2 and 1/3, at both pH. A
representative Job plot experiment is illustrated in Fig. 1.

Diffusion-ordered spectroscopy (DOSY) NMR experiments were
pivotal to demonstrate that 1/2 and 1/3 form stable complexes.
These experiments allow distinguishing compounds or complexes
by their differences in diffusion coefficients.'¥ Representative
spectra are given in Figs2 and 3 for pure 1 and for the 1/2
complex (2 mmol |77 samples, 298 K, respectively). The diffusion
coefficients of pure 1, 2 and 3 (at pH 5 and 10) were first

determined (D7 prs) = 5.30 x 10719, Dy pns) = 3.27 x 10719,
D3 pns) = 3.05 x 107'°, Dy pr10) = 4.72 x 107'°, Dy pr10) =
3.16 x 107'% and D3 p11 1) = 3.08 x 1071°m? 571, respectively,
Table 3). In the presence of 2 or 3, compound 1 showed a
significant reduction in its diffusion rate (D12 pt 5) = 4.73x 10719,
D1/3 (pH 5) 3.32 % 10710, D1/2 (pH10) = 413 x 107" and
D13 (pH 10) = 4.36 x 10719 m2 571, Table 3), indicating that 1 forms
host-guest complexes with either 2 or 3, at both pH. Moreover, the
diffusion rate values (Table 3) of 1in the 1/2 complexat pH 10isin
agreement with the assumption of a strong association. In the case
of the 1/3 complex a more pronounced variation was observed in
the diffusion coefficient of compound 1 at pH 5 (Table 3).

Taking into account that we are dealing with a system under fast
equilibrium on the NMR scale, both chemical shifts and diffusion
coefficients of 1 are the average values of the free and bound
species. From these diffusion coefficients, and applying a well
established methodology®** we have calculated the complexed
population (%ppound) and apparent binding constants (K;) of the
complexes (Table 3). %ppound Was found to be 22 and 29% for 1/2,
and 73 and 14% for 1/3 at pH 5 and pH 10, respectively. The values
of K, at both conditions (181 and 288 M~ for 1/2, respectively)
confirmed that more association took place between the neutral
form of proparacaine (pH 10) and B-CD than between charged 1
and 2 (pH 5). In an earlier work, conducted at pH 7, an association
constant (K, = 208 M~") has been reported for the 1/2 complex,
in good agreement with the values found in this study.''® Studies
conducted for 1/3 revealed a strong association between the
charged proparacaine species 1 and p-sulfonic acid calix[6]arene
3 (K, = 5007 M~ at pH 5) and a diminished association between
the uncharged proparacaine 1 and 3 (K, = 11 m~"). The results
obtained from measurementsinan acidic medium (pH 5) show that
the protonated proparacaine molecule forms strong complexes
with p-sulfonic acid calix[6]arene 3, as opposed to the association
of charged 1 with 8-CD 2.

On the other hand, neutral molecules of proparacaine 1 (pH 10)
showed a higher affinity for the 8-CD cavity than those bearing
formal charges. Moreover, the ester group of 1 became fully
protected from nucleophilic attack of HO™, the complexed drug
being unreactive to alkaline hydrolysis (not shown) as observed
earlier for another ester-type local anesthetic, tetracaine.'”’
Further details on the 1/2 (pH 10) and 1/3 (pH 5) molecular
complexation were obtained from rotating frame Overhauser
enhancement spectroscopy (ROESY)-NMR experiments.

www.interscience.wiley.com/journal/mrc
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acid calix[6]arene 1/3, at pH 5 (2 mmol I~ samples, 298 K)

Table 1. "H NMR: Chemical shifts (5) and chemical shift differences (A8 = 87 free — 81 complex) Of pure 1 and its complexes with 8-CD 1/2 or p-sulfonic

1 1/2 1/2 1/3 1/3
HydroQEn 3 3 AS = 51 free — 81 complex 8 AS = 81 free — 51 complex
H-10 0.92 0.92 0.00 0.65 0.27
H-7' 1.24 1.24 0.00 0.83 0.42
H-9 1.73 1.73 0.00 1.61 0.12
H-6' 3.25 3.25 0.00 241 0.84
H-3’ 3.54 3.55 0.01 2.80 0.74
H-8 4.02 4.02 0.00 3.87 0.15
H-4' 4.55 4.56 0.01 4.17 0.38
H-5 6.93 6.89 0.04 6.83 0.10
H-2 7.38 7.38 0.00 7.39 —0.01
H-6 7.46 7.44 0.02 7.46 0.00

acid calix[6]arene 1/3, at pH 10 (2 mmol I~ samples, 298 K)

Table 2. "HNMR: Chemical shifts (5) and chemical shift differences (A8 = 87 free — 81 complex) Of pure 1 and its complexes with 8-CD 1/2 or p-sulfonic

1 1/2 1/2 1/3 1/3
HydroQEn 3 3 AS = 51 free — 81 complex 8 AS = 81 free — 51 complex
H-10 0.91 0.92 —0.01 0.74 0.17
H-7' 1.01 1.02 —0.01 0.89 0.12
H-9 1.72 1.73 —0.01 1.68 0.04
H-6’ 2.68 2.65 0.03 2.38 0.30
H-3' 2.95 291 0.04 2.75 0.20
H-8 4.01 4.02 —0.01 3.96 0.05
H-4' 435 435 —0.00 4.22 0.13
H-5 6.92 6.85 0.07 6.86 0.06
H-2 737 7.32 0.05 7.33 0.04
H-6 744 7.32 0.12 7.40 0.04
1 respectively) of 8-CD 2. At pH 5, the same increments were
307 observed in the rOe between the hydrogens of proparacaine 1
o8 _ and B-CD 2, but with smaller intensities. We therefore suggested
£ ] the presence of two species, A and B (Fig.4) on the basis of
o 26 molecular models and the nuclear Overhauser enhancements.
5 | The proposed topologies are in agreement with a recent work
= 54 published by Marsaioli and collaborators.!'®
g | The signal enhancements in 1/3 (rOe) between H-6' and H-7
N 22 - of proparacaine 1 (1.27 and 0.52%, respectively, at pH 5) and
E 1 H-Ar of the p-sulfonic acid calix[6]arene 3 indicate the binding of
2 20 the ammonium group of 1 with the SOsH group of 3. This was
2" 1 confirmed by experiments performed at pH 10.0, which revealed
18 1 that the association constant between 1 and 3 decreased for
1 = Ka = 11 M~ in relation to that in pH 5 (K, = 5007 m~"). The two
16 7 proposed topologies, C and D (Fig. 5) for the 1/3 complexes at pH

—
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
[1(21+01])
Figure 1. Representative Job plot for the complex formed between

proparacaine 1and -CD 2.Chemical Shifts were measured at 499.885 MHz
in D,0, at 298 K and pH 10, in 2 mmol I=! samples).

Specific rOe signals were observed between H-2/H-5, H-6 and
H-8 of 1 (pH 10), and H-3 (enhancement of 0.57, 1.36, 0.47%,
respectively) and H-5 (0.80, 1.73, 0.36% of signal enhancement

5 were established using ROESY 1D.

Conclusion

Several noncovalent weak forces, including electrostatic, hy-
drophobic, -7 interaction and van der Waals, cooperatively
contribute to the formation of the supramolecular complexes.
Among these, electrostatic and hydrophobic interactions as well
as structural matching effect are thought to play principal roles in
forming the supramolecular systems 1/2 and 1/3.

Magn. Reson. Chem. 2009, 47, 757-763
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Table 3. Diffusion coefficients of pure 1, 2, 3 and 1/2 and 1/3 complexes in D,0 (2 mmol I=! samples, 298 K) at pH 5 and 10

Complex Compounds Condition (pH) D107 m2sT) D/D"20 %p Ky (M~ 1)
- 1 5 5.30 £0.04 0.24 - -
1 10 4,72 +£0.03 0.22 - -
- 2 5 3.27 £0.03 0.16 - -
2 10 3.16 = 0.02 0.15 - -
- 3 5 3.05+£0.02 0.14 - -
3 10 3.08 £0.01 0.15 - -
1/2 1 5 4,73 £ 0.05 0.22 22 181
2 3.30£0.01 0.15
1/3 1 5 3.32+£0.03 0.16 73 5007
3 2.85+0.02 0.13
1/2 1 10 4.134+0.03 0.20 29 288
2 3.08 £0.02 0.15
1/3 1 10 4.36 & 0.07 0.21 14 11
3 3.13£0.04 0.15

A

In summary, complexes possessing different degrees of com-
pactness were constructed by the complexation of 2 and 3 with
proparacaine 1, at pH 5 and pH 10. Increasing the alkalinity of the
medium with carbonate buffer favored the complexation of 1 in
2 (K, = 288 M) in relation to that in pH 5 (K; = 181 Mm~') and
prevented the alkaline hydrolysis of 1. However the complexation
of 1and 3 atpH 10 (K, = 11 M~ ") is weaker than that observed at
pH 5 (K, = 5007 M~"), which is mainly a result of the protonation
of the amine groups of 1, and binding of such *NHR; group of
1 to the SOsH groups of 3. These observations unambiguously
demonstrate that the ionization state of the guest molecule is a
crucial factor in the design of supramolecular architectures based
on 2 and 3 as the host molecules.

The topology of the complexes (Figs 4 and 5) was determined
from the 1D ROESY NMR results, revealing that the forces that

Y

Figure 4. Proposed topology for the uncharged proparacaine/g-CD (1/2 complex at pH 10), based on "H NMR evidences.

govern complexation are different for 1/2 and 1/3: hydrophobic
interactions for the 1/2 complex and ionic-pair formation for the
1/3 complex.

Experimental

Chemicals and reagents

Proparacaine hydrochloride 1 (99%), 8-CD 2 (99%), and D,0O
(99.75%) were purchased from Aldrich, Acros Organics and Merck,
respectively. All other reagents were of analytical grade. p-sulfonic
acid calix[6]arene 3 was synthesized in our laboratory following
literature procedures.#>-47]

Magn. Reson. Chem. 2009, 47, 757-763
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Figure 5. Proposed topologies for the charged proparacaine/p-sulfonic acid calix[6]arene (1/3 complex, pH 5) in fast equilibrium, according to "H NMR

evidences.

Preparation of solid inclusion complexes

Inclusion complexes (1/2 or 1/3) with 1:1 molar ratios were
prepared by shaking appropriate amounts of 1 and 2 or 3, e.g.
2mmol 177, in deionized water at room temperature (298 + 1 K)
for 1 h. Kinetic experiments revealed that equilibrium was reached
after 40 min (data not shown).

After reaching equilibrium, the solution was freeze-dried in a
Labconco Freeze-dry system (Freezone 4.5) and stored at 253 K
until further use.

NMR Spectroscopy

All experiments were performed at 298K in D,O. For the
experiments with uncharged 1, the pH value of the solutions
was adjusted by addition of lyophilized 0.02 mol I~" carbonate
buffer resuspended in D,0.

Routine 1D

TH experiments were acquired either with an INOVA-500 Varian
spectrometer operating at 499.885 MHz for "H (64 k data points,
30° excitation pulse with duration of 2.2 us, spectral width of
6 kHz, acquisition time of 3.3 s and relaxation delay of 10 ms) in a
5-mm probe with inverse detection mode at room temperature
unless stated otherwise.

NOE measurements

The ROESY 1D experiments were obtained with a selective 180°
and a nonselective 90° pulse, with a mixing time of 0.5 s during
the spin-lock. The selective pulses were generated by a waveform
generator which automatically attenuates the shape, power, and
pulse duration to obtain the required selectivity. The subtraction
of the on- and off-resonance acquisition furnished the ROESY 1D
experiment. All spectra were acquired with a 5-mm inverse probe
at 298 Kin 5-mm tubes.
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HR-DOSY experiments were carried out by carefully choosing
the correct pulse sequence and gradients for the experiments.
The measurements were made using: (i) 5 mm inverse probe with
z-gradient coil; (ii) the Gradient Compensated Stimulated Echo
Spin Lock (GCSTESL) HR-DOSY sequence; (iii) amplitudes of the
gradient pulses ranging from 0.000685 to 0.003427 Tcm™~', where
an approximately 90-95% decrease in the resonance intensity was
achieved at the largest gradient amplitudes. For all experiments,
25 different gradient amplitudes were used. The baselines of all
spectra were corrected prior to data processing. The processing
program (the DOSY macro in a Varian instrument) involves the
determination of the peak heights of all signals above a pre-
established threshold and the fitting of the decay curve for each
peak to an exponential decay. The DOSY macro was run with
data transformed using fn = 64 K. Very crowded spectra were
processed in sections due to the limitation of handling only 512
lines at a time. The results of the DOSY method of analysis are
pseudo two-dimensional spectra with NMR chemical shifts along
one axis and calculated diffusion coefficients (x 107 m? s™')
along the other.

Determination the stoichiometry of complexation

Job plots were prepared with 2 mmol I~" stock solutions of 1 and
2or 1and 3.8
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