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RESUMO

Os calixarenos sao compostos macrociclicos notaveis por possuirem uma quantidade
variavel de unidades fendlicas ligadas por pontes metilénicas, possuem uma série de
caracteristicas vantajosas que os tornam uma escolha ideal para diversas aplicagdes. Sua
facilidade de obtengdo em larga escala, a partir de precursores de baixo custo, aliada a sua
estabilidade quimica e térmica, além da facilidade de funcionalizacao, elevam os calixarenos
ao status de plataformas extremamente versateis. Eles podem ser utilizados no
desenvolvimento de uma ampla gama de materiais com potenciais aplicagdes em areas
tecnologicas e farmacoldgicas. Com base nas propriedades de hospede-hospedeiro dos
calixarenos e na alta eficiéncia da aminopirazina como emissor de luz azul, esta pesquisa
focou-se na investigacdo de dois hibridos de calixareno-pirazinamida. O objetivo principal
era unir as capacidades de hospedagem e a emissao de luz em uma tnica estrutura molecular.
Dois compostos renderam trés formas cristalinas luminescentes, cujas estruturas e
propriedades dticas puderam ser correlacionadas. Um deles cristalizou em duas formas, ndo
solvatada e um solvato DMF, enquanto o outro, sem substitui¢cdes de t-butil, formou trés
conformeros com DMF. As varia¢des na substitui¢ao molecular afetaram a conformacgao das
estruturas, influenciando a coplanaridade e o perfil conformacional dos anéis fenolicos. Sob
motivacdo de 388 nm, ambos emitiram luz na faixa de 400-550 nm, com pico em cerca de
500 nm, mas com eficiéncias quanticas baixas. A baixa eficiéncia foi atribuida a presenca
do DMF e as interagdes de empilhamento do tipo m...w. Outro objetivo desta pesquisa foi
explorar uso do calix[4]tubo na formagdo de co-cristais com resveratrol, um nutracéutico
ativo reconhecido por seus potenciais beneficios antibacterianos, antioxidantes, anti-
inflamatorios e anticarcinogénicos, porém, de baixa solubilidade aquosa. Este trabalho
representa a primeira tentativa bem-sucedida de formacdo de um co-cristal de resveratrol em
seu estado neutro, dobrou a sua solubilidade em 4gua. Em suma, este estudo representa um
avanco significativo no uso de calixarenos como bases moleculares de grupos luminéforos
e na cristalizagdo do nutracéutico resveratrol. O processo empregado futuras aplicacdes em
campos tecnoldgicos e farmacéuticos. Portanto, a pesquisa foca na sintese de hibridos
calixareno com propriedades de emissao de luz e no desenvolvimento de co-cristais para
melhorar a solubilidade de compostos candidatos a farmacos, demonstrando a versatilidade
dos calixarenos em diferentes areas da quimica.

Palavras—chave: calixareno - pirazinamida, luminescéncia, calix[4]tubo, nutracéutico,

resveratrol.

il



ABSTRACT

Calixarenes are notable macrocyclic compounds characterized by a variable number
of phenolic units linked by methylene bridges. They possess a series of advantageous features,
making them an ideal choice for diverse applications. Their ease of large-scale production
from low-cost precursors, coupled with their chemical and thermal stability, as well as the
ease of functionalization, elevate calixarenes to the status of highly versatile platforms. They
can be utilized in the development of a broad range of materials with potential applications in
technological and pharmacological areas. Based on the host-guest properties of calixarenes
and the high efficiency of aminopyrazine as a blue light emitter, this research focused on the
investigation of two calixarene-pyrazinamide hybrids. The primary goal was to combine
hosting capabilities and light emission in a single molecular structure. Two compounds
yielded three luminescent crystalline forms, whose structures and optical properties could be
correlated. One of them crystallized in two forms, non-solvated and a DMF solvate, while the
other, without t-butyl substitutions, formed three conformers with DMF. Variations in
molecular substitution affected the conformation of the structures, influencing the coplanarity
and conformational profile of the phenolic rings. Under an excitation of 388 nm, both emitted
light in the 400-550 nm range, peaking at around 500 nm, but with low quantum efficiency.
The low efficiency was attributed to the presence of DMF and n...m stacking interactions.
Another aim of this research was to explore the use of calix[4]tube in forming cocrystals with
resveratrol, an active nutraceutical known for its potential antibacterial, antioxidant, anti-
inflammatory, and anticarcinogenic benefits, yet with low aqueous solubility. This work
represents the first successful attempt to form a neutral-state resveratrol cocrystal, doubling
its water solubility. In summary, this study signifies a significant advancement in using
calixarenes as molecular bases for luminophores and in the crystallization of the nutraceutical
resveratrol. The employed process proved commercially viable, underlining the immense
potential of these methods for future applications in technological and pharmaceutical fields.
Therefore, the research focuses on the synthesis of calixarene hybrids with light-emitting
properties and the development of cocrystals to enhance the solubility of pharmaceutical

compounds, demonstrating the versatility of calixarenes in various areas of chemistry.

Keywords: Co-crystallization, calixarene-pyrazinamide, calix[4]tube, nutraceutical, resveratrol.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO E OBJETIVOS

A quimica supramolecular ¢ uma area que se concentra no estudo das interagdes e
propriedades de sistemas moleculares além das ligagdes covalentes tradicionais. Essa area
da quimica se baseia na organizacdo ¢ montagem de moléculas para formar estruturas
maiores € mais complexas por meio de interagdes ndo covalentes, como ligagdes de
hidrogénio, interagdes eletrostaticas, forcas de dispersdao de London e interagdes m...T.
Dentro da perspectiva da quimica supramolecular, o uso dos calixarenos ¢ de vital
importancia pois, apresentam diversas conformagdes e uma cavidade flexivel que permite a
inclusdo de ions e moléculas, permitindo a construgdo de estruturas em nanoescala, como
capsulas e nanotubos. Essas moléculas sdo importantes ferramentas em diversas areas como
a catalise, separagdo de compostos e no armazenamento de moléculas. Estudos recentes tém
mostrado que os calixarenos apresentam potencial aplicagdo como transportadores de
farmacos ou como agentes de imagem em diagnosticos médicos. A capacidade dos
calixarenos de reconhecer e ligar-se seletivamente a moléculas especificas abre novas
possibilidades para a concepcdo de terapias mais eficientes e seguras. Assim, esses
compostos tém sido estudados com o objetivo de novas aplicacdes farmacoldgicas.
Adicionalmente, os calixarenos podem apresentar propriedades oticas de emissdo de luz,
isso os torna candidatos para o sensoriamento de drogas por meio da fotodindmica, além de
melhorar a eficiéncia de luminoforos na triagem de materiais luminescentes. Durante este
trabalho foram obtidos diferentes compostos a partir das moléculas de calixarenos. Em um
primeiro experimento foram sintetizados dois compostos de calixareno- pirazinamida que
apresentaram propriedades luminescentes. Também durante este trabalho, foi obtido um co-
cristal do calix[4]tubo com a molécula de resveratrol. Posteriormente foi prospectado o
potencial de aplicagdo do calix[4]tubo na co-cristalizacdo com resveratrol, o que pode

melhorar a solubilidade e as propriedades fisicas desse ingrediente farmacéutico ativo (IFA).



1.Introdugdo e Objetivos

1.1 OBJETIVO

Com base nas propriedades de hospede-hospedeiro dos calixarenos e na alta eficiéncia da
aminopirazina como emissor de luz azul, esta pesquisa focou-se na investigacao de dois
hibridos de calixareno-pirazinamida. O objetivo principal foi unir as capacidades de
hospedagem e a emissdo de luz em uma unica estrutura molecular. Dois compostos
renderam trés formas cristalinas luminescentes, cujas estruturas e propriedades Opticas
puderam ser correlacionadas. A caracterizagdo Otica das trés formas cristalinas de calixareno-
pirazinamida fo iconduzida por meio da andlise dos espectros de excitagao e emissao de
fotoluminescéncia.

Emoutra abordagem foi utilizagdo dos calixarenos como plataformas moleculares
para aperfeigoamento de propriedades de estado solido de compostos de interesse social, o
objetivo foi obter um co-cristal de calix[4]tubo com resveratrol e avalid-lo quanto ao

aumento de sua solubilidade aquosa.
1.2 Os objetivos especificos
e Determinagao das estruturas de monocristais através do método de Difragdao de Raios-

X em Monocristal (DRXM) e por demais técnicas de caracterizacdo em estado sélido.

o Comparacdo das geometrias intra e intermoleculares das novas estruturas obtidas com os

dadosexistentes no banco de dados CSD.

e Caracterizacdo das propriedades fisicas, com foco nas propriedades luminescentes e de

solubilidade.

e Analise dos calculos de energia dos hibridos de calixareno-pirazinamida, obtidos a partir

das geometrias determinadas por DRXM e ap6s otimizagdo geométrica.

e Analise dos calculos de parametros de propriedades eletronicas dos hibridos de

calixarenos-pirazinamida.
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2.1 Calixarenos: propriedades fisicas e conformacionais

Os calixarenos sdo compostos macrociclicos que consistem em anéis fenolicos
ligados entre si por grupos metileno (-CH2-). A palavra "calixareno"deriva de "calix"(que
significa calice) e "arenos"(que se refere aos anéis aromaticos). Os calixarenos possuem uma
estrutura tridimensional unica e altamente estavel. O composto mais conhecidoe estudado
dessa classe ¢ o calix[4]areno, contudo, outros calixarenos também sdo amplamente
estudados, como o calix[6]areno, calix[8]areno e calix[5]pirrol (GUTSCHE, 1998).

Uma das principais caracteristicas dos calixarenos que levam ao grande interessepor
estes compostos ¢ sua conformacgao espacial (GUTSCHE, 2008). A flexibilidade estrutural
e a capacidade dos calixarenos de adotar diferentes conformacgdes sao atributosrelevantes
que influenciam suas propriedades e aplicagdes, especialmente no contexto de
reconhecimento molecular e interagdo com outras moléculas (DUPONT et al., 2008;
VAREJAO et al., 2013). A conformagio do calixareno ¢ determinada pelos angulos
diédricos entre os anéis fendlicos e os grupos metileno (-CH2-) que ligam os anéis.
Essas conformagdes podem variar de acordo com as condi¢gdes de sintese: solventes,
substituintes, temperatura e interagdes com outras moléculas. Além disso, a introdugdo de
substituintes nos anéis fendlicos ou a modificagcdo da estrutura do grupo metileno levama
diferentes arranjos e geometrias dos compostos sintetizados (GUTSCHE, 2008).

No geral, os calixarenos com quatro ou mais unidades fenolicas dispostas em uma
conformagdo simétrica formam uma estrutura chamada de “coroa” Figura 2.1. A coroa ¢
formada pelos atomos que estdo acima ou abaixo do anel fenolico, os substituintes na
posicdo para sdo direcionados acima (nomeados como ‘“coroa superior”) e 0s grupos
hidroxilas sdo direcionados abaixo (nomeados como “coroa inferior”). Desta forma, as
coroas formam uma regido polar (hidrofilica) e outra apolar (hidrofébica), esse arranjo
ocorre devido a presenca de ligagdes de hidrogénio, interagdes intermoleculares devido ao
empacotamento, além da rigidez da estrutura ciclica (GUTSCHE et al., 1981). Outras
conformagdes espaciais dos calixarenos podem ser obtidas dependendo do numero de grupos
fendlicos e do tipo de substituintes ligados aos anéis aromaticos. Algumas conformagdes
comuns dos calixarenos incluem: cone, cone parcial, 1,3-alternada e 1,2- alternada conforme

mostrado na Figura 2.2 (BAKLOUTI et al., 2007; GUTSCHE, 2008).
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A conformagdo em cone € a mais comum, determinada pelas ligagdes de hidrogénio
entre os grupos hidroxila localizados na coroa inferior. Entretanto, a modifica¢ao dos grupos
ligados aos anéis fenodlicos pode resultar em alteragdes no arranjo espacial dos monomeros.
Os calixarenos apresentam conformagdes estaveis, devido a inversdo dos anéis fenolicos a
medida que coroa fendlica rotaciona. A estabilidade de cada conformacao ¢ determinada por
uma combinacdo de interagdes intramoleculares, tais como ligacdes de hidrogénio,
empilhamentodo tipo =...mw, juntamente com as interagdes com o ambiente quimico

(GUTSCHE, 2008; KALCHENKO, 2018).

Coroa Superior

OH OH OH HO

Cone Cone Parcial 1,2-Alternada 1,3-Alternada

Figura 2. 2.Possiveis conformagdes para o p-terc-butilcalix[4]areno. Cone, cone parcial, 1,2-alternada e 1,3-
alternada cone, cone parcial, 1,2-alternada e 1,3-alternada (GUTSCHE, 2008).

Um segundo fator que afeta a conformacgdo sdo os grupos substituintes ligados ao
anel fenodlico. Os principais grupos substituintes ligados ao anel sdo: terc-butil, acido
sulfonico, acido carboxilico e amina, entre outros (SHI; ZHANG, 1994, SHINKALI et al.,
1987). Na Figura 2.3 mostra as estruturas dos acidos p-sulfonico calix[4]areno e p-sulfonico
calix[6]areno (VAREJAO et al., 2013). A posi¢do desses grupos ao redor do anel fenolico
altera a conformacdo espacial e influencia nas propriedades fisicas e quimicas. A
modificagdao dos grupos ligantes da molécula permite a interacdo com diferentes tipos de
moléculas bem como com biomoléculas (GUTSCHE, 2008; PAQUET; ZUMBUEHL;
CARREIRA, 2006). A conformagdo pode ter um efeito significativo nas propriedades

fisicas da molécula. Os principais fatores afetados sao:
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SOH  SOH

OH OH gy HO OH OH

CX4SOH CX6S0H

Figura 2. 3.Estruturas dos acidos p-sulfonico calix[4]areno (CX4SO3H) e p-sulfonicocalix[6]areno
(CX6SO3H) (VAREJAO et al., 2013).

Solubilidade: A conformagdo pode afetar a sua solubilidade em diferentes
solventes. Mudangas conformacionais podem modificar o padrdo de interagdo entre as
partes hidrofobicas do calixareno e o solvente, influenciando na sua solubilidade e dispersao
(VAREJAO et al., 2013).

Estabilidade: Diferentes conformacdes apresentam diferentes energias, resultando
em estados mais ou menos estaveis (GUTSCHE, IQBAL ,1990).

Propriedades hospede-hospedeiro: Diferentes conformagdes podem levar a
diferentes geometrias de liga¢do e interagdes nao covalentes, influenciando a forga e a
natureza das intera¢des com diferentes moléculas (KALCHENKO, 2018; VAREJAO et al.,
2013).

Reatividade: A conformacdo pode expor diferentes grupos funcionais e, assim,
tornd-los mais ou menos disponiveis para reagdes quimicas (GUTSCHE; LIN, 1986).

Propriedades opticas: As mudangas conformacionais podem afetar a estrutura
eletronica do calixareno, resultando em alteracOes nas bandas de absor¢dao e emissao
(KUMAR et al., 2019; TERAN et al., 2016; HU et al., 2020).

Desta forma, a conformacdo de um calixareno ¢ um fator importante a ser

considerado no projeto e na sintese do calixareno (GUTSCHE, 2008).

2.2 Complexos hdspede — hospedeiro

Os calixarenos sao compostos organicos que apresentam uma cavidade conica em
sua estrutura. Esta cavidade tem uma importancia significativa, pois pode acomodar
moléculas ou ions formando complexos de inclusdo, nos quais o calixareno interage
seletivamente com as moléculas hospedes (DOS SANTOS et al., 2020; MARTINS et al.,

2016). Essa cavidade pode interagir com moléculas ou ions, fazendo com que os calixarenos
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sejam amplamente estudados como potenciais receptores em quimica supramolecular
(SATHEESHKUMAR, 2004; JIN MEI; AINLIAH; AHMAD, 2021). Esta interagdo do
calixareno com outras moléculas ¢ chamada de complexo do tipo héspede-hospedeiro. Esses
complexos ocorrem devido forcas intermoleculares, tais como ligagdes de hidrogénio,
interagoes hidrofobicas, eletrostaticas e de van der Waals do calixareno com a molécula
hospede (BHAT et al; 2005; MEI; AINLIAH; AHMAD, 2021; KALCHENKO, 2018). Na
Figura 2.4 apresenta esquema do modo de inclusdo do tipo hospede — hospedeiro( REIS,

2014).

Figura 2. 4. Representagdo esquematica do modo de inclusdo do tipo hospede-hospedeiro(REIS, 2014).

As pequenas moléculas hospedadas sdo conhecidas como hospedes. O tamanho e a
forma da molécula hospede, bem como suas propriedades quimicas, podem influenciar as
interagdes que ocorrem com a cavidade do calixareno. Assim, moléculas menores e mais
polares podem interagir mais fortemente com o hospedeiro devido a ligag@o de hidrogénio.
Enquanto, os hospedes maiores e mais hidrofobicos podem estar menos fortemente ligados.
(ATWOOD et al., 2002 ; MARTINS et al., 2016). Uma das principais aplicagdes dos
complexos hospedes—hospedeiro € na separacdo seletiva de pequenas moléculas ou ions de
metais pesados dissolvidos em solu¢des aquosas, € na separacao de enantiomeros (moléculas
que sao imagens espelhadas umas das outras) em separacgoes quirais (SVIBEN et al., 2013,
ZHANG et al, 2023). Os complexos do tipo hdéspede—hospedeiro, também tém sido usados
em aplicacdes de liberagdo de fArmacos devido a capacidade de ligar e liberar seletivamente
moléculas hospedes. Ao projetar cuidadosamente as interagcdes de inclusdo do farmaco,
podem melhorar a solubilidade do farmaco em 4gua, aumentar sua estabilidade quimica, e
controlar a liberagdo de um farmaco ao longo do tempo, potencialmente levando a

tratamentos mais eficazes (INAM et al, 2023; ZIMMER et al., 2016).
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2.3 Co-cristalizacao de calixarenos para obtencao de
complexos do tipo hospede — hospedeiro

Um dos meios para obtencdo de complexos do tipo héspede—hospedeiro ¢ pela
técnica de co-cristalizagdo. A co-cristalizagdo envolve a formagao de cristais compostos por
dois ou mais componentes moleculares diferentes. Dentro deste contexto, os co-cristais
farmacéuticos emergem como uma subcategoria importante, onde um dos componentes &
um ingrediente farmacéutico ativo (IFA), e o outro é um coformador devidamente aprovado
e reconhecido como seguro para uso em aplicacdes farmacéuticas (BOLLA et al., 2022).
Esses cristais compostos, chamados de co-cristais, sdo estruturas solidas onde as moléculas
dos componentes individuais estdo organizadas em uma rede cristalina regular (XIAO et al.,
2023). Entretanto, ¢ importante destacar que um co-cristal ¢ formado por compostos neutros
que ndo estabelecem interacdes idnicas (AITIPAMULA et al., 2012). Esta constata¢do
sugere que diferentes moléculas interagem por meio de interagdes ndo covalentes. Assim,
co-cristais sdo estruturados a partir de interagdes intermoleculares, como forgas de van der
Waals, interagdes de empilhamento do tipo =... © e ligagdes de hidrogénio (KUMAR et al.,
2019; KARIMI-JAFARI et al., 2018). Além disso, os co-cristais exibem similaridades com
os solvatos, dado que ambos contém mais de um componente na estrutura cristalina. Nesse
contexto, do ponto de vista fisico-quimico, co-cristais sdo considerados casos especiais de
solvatos e hidratos. No co-cristal, o coformador, que ¢ o segundo componente, difere-se de
um solvente e € caracterizado por sua natureza ndo volatil (BOLLA et al., 2022).

Um dos métodos amplamente empregados para aumentar a solubilidade no
equilibrio e, por consequéncia, a biodisponibilidade de um farmaco € o uso de co-cristais
(BOLLA et al., 2016; KARIMI-JAFARI et al., 2018; DUGGIRALA et al., 2020). Estes
apresentam-se como uma promissora estratégia no campo de desenvolvimento de farmacos,
uma vez que permitem a alteragdo das propriedades fisico-quimicas do ingrediente
farmacéutico ativo (IFA), resultando em um aumento da biodisponibilidade e da estabilidade
(KARIMI-JAFARI etal., 2018; KUMINEK et al., 2016; BERRY etal., 2017). Os beneficios
primordiais associados a co-cristalizagdo incluem a modulacdo da solubilidade e da
velocidade de dissolugdo de um farmaco pouco soluvel (AITIPAMULA et al, 2012;
BOLLA, NANGIA, 2016). A co-cristalizagdo de compostos farmacéuticos ndo implica em
interferéncias na atividade farmacologica do IFA, sendo, portanto, empregada como uma

estratégia para o aprimoramento da solubilidade e estabilidade dos farmacos (BOLLA;
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NANGIA, 2016). Em trabalhos anteriores nossa equipe conseguiu obter o primeiro co-
cristal entre um calix[4]areno e um benzotiazol. Parte da estrutura tridimensional deste co-
cristal ¢ mostrada na Figura 2.5 (ALVARENGA et al., 2019). Desta forma, a partir dessa
notaveldescoberta o nosso grupo buscou novas moléculas para a obtengdo de co-cristais que

poderiam levar a propriedades melhoradas de ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs).

tl

Figura 2. 5. (a) Visdo geral do empacotamento cristalino do co-cristal de 2-(2-tienil)-1,3- benzotiazol com
tetra(carboximetoxi)calix[4]areno. (b-d) Detalhes das principais interagdes intermoleculares responsaveis pela
estruturagdo do co-cristal (ALVARENGA et al., 2019)
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2.4 Tetra(carboximetoxi)calix[4]areno e Calix[4]tubo

A obtencdo de uma nova classe de nanotubos diméricos, conhecidos como
calix[4]tubos, ¢ feita através da sintese de tetra (carboximetoxi) calix[4]areno com ions
de sodio. A Figura 2.6.a apresenta a estrutura do tetra(carboximetoxi)calix[4]areno-CX4A,
nota-se uma conformacdo na forma de um "cone", com os grupos substituintes
carboximetoxi posicionados de no arranjo cauda-a-cauda. Esta disposi¢do espacial das
unidades monomeéricas de CX4A, que resultam na formagao do calix[4]tubo (MARTINS et.
al., 2016). As unidades monoméricas de CX4A que compdem o calix[4]tubo incorporam
ions de s6dio em seu interior, rodeados por grupos carbonilicos e carboxilatos. Esse arranjo
propicia a formagdo de ligacdes de hidrogénio, resultando no selamento das coroas
superiores ¢ inferiores ao centro do dimero. (MARTINS et al., 2016). A estrutura do
calix[4]tubo, apresentada na Figura 2.6.b, composto por duas unidades de
tetra(carboximetoxi) calix[4]areno, com trés ions de Na" inclusos, € as respectivas ligagdes
de hidrogénio classicas do tipo CH. . .O sdo encontradas nos grupos carboximetoxi
parcialmente desprotonado (ALVARENGA et al, 2019). Essa estrutura demonstra
estabilidade tanto em solucdo quanto no estado s6lido (MARTINS et al.,2016).

Figura 2. 6. a)Estrutura do tetra(carboximetoxi)calix[4]areno (MARTINS et al., 2016). b)Calix [4]tubo,
composto por duas unidades de tetra(carboximetoxi) alix[4]areno, com trés ions de Na' inclusos, e as
respectivas ligagdes de hidrogénio classicas CH. . . O encontradas nos grupos carboximetoxi parcialmente
desprotonado (ALVARENGA et al., 2019).



2. Revisdo Bibliografica

2.5 Co-cristal de Calix[4]tubo-Resveratrol

Compostos nutracéuticos sao moléculas que combinam caracteristicas de ali- mentos
e medicamentos. O termo '"nutracéutico"¢ uma juncdo das palavras "nutrigdo"e
"farmacéutico". Eles sdo substincias bioativas encontradas em alimentos ou suplementos
alimentares que oferecem beneficios a saude além da nutricdo basica. Esses beneficios
podem incluir a prevencao de doengas, promoc¢do da saude e bem estar, melhora do de-
sempenho fisico e cognitivo, entre outros (SANTINI et al, 2018). Os nutrac€uticos, sdo
bastantes utilizados em suplementos alimentares, e t€m um papel fundamental na prevencao
e tratamento de varias doengas (SANTINI et al, 2018).

A formacgao de co-cristais envolvendo nutracéuticos e coformadores oferece uma
estratégia eficaz para aprimorar as propriedades fisico-quimicas dos compostos bioativos.
Essa sinergia pode resultar em melhorias na solubilidade e estabilidade destes compostos.
Muitos nutracéuticos apresentam desafios significativos devido a sua baixa solubilidade em
agua e, consequentemente, & sua baixa biodisponibilidade. Esses problemas fazem dos
nutracéuticos candidatos ideais para a formagao de co-cristais (MEENAMBAL; SRINIVAS
BHARATH, 2020).

O resveratrol (Figura 2.7) ¢ reconhecido como um nutracéutico devido aos seus
beneficios biologicos. Resveratrol (RES), cujo nome quimico ¢ trans-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno, ¢ um dos compostos polifenélicos naturais que tém sido extensivamente
pesquisados no ambito do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS), sendo
classificado como Classe 2 (BCS II). O resveratrol ¢ um polifenol encontrado na casca da
uva que ¢ amplamente conhecido por suas atividades bioldgicas, incluindo propriedades
antioxidantes (AHMAD, GANI, 2021), anti-inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2021),
cardioprotetoras (FAN et al., 2022) e anticarcinogénicas (ANCIC et al. 2022; ANNAIJI et
al., 2021) .Contudo o resveratrol apresenta baixa solubilidade em dgua, e consequentemente
resultaem uma baixa biodisponibilidade, a absor¢do e a eficacia no corpo humano (LI et al,
2023; Y1, et al, 2022).

Com o objetivo de resolver problemas relacionados a baixa solubilidade em agua e
aumentar a estabilidade do resveratrol, tem-se obtido o co-cristal do resveratrol com
calix[4]tubo, recorrendo a formacdo de co-cristais. Esta abordagem sintética permite
combinar as propriedades dos calixarenos e do resveratrol, gerando um composto

potencialmente com forte atividade antioxidante (LEE et al., 2020).
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OH
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trans- resveratrol cis-resveratrol

Figura 2. 7. Estrutura quimica cis-resveratrol e trans-resveratrol

O co-cristal, resultante da conjugagdo do calixareno e resveratrol, podem ser
formados devido a presenga de intera¢des de ligacdo de hidrogénio fortes. Essas interagdes
sdo fundamentais, pois determinam como os diferentes componentes do co-cristal se
organizam e interagem uns com os outros em nivel molecular (AITIPAMULA et al., 2012;
STEED; STEED, 2015). A solubilidade melhorada do resveratrol neste co-cristal ¢ obtida

através de menor energia de rede e maior afinidade com solventes (dgua e etanol).

2.6 Processo de emissao de fluorescéncia

A fotoluminescéncia ¢ definida como a emissao de luz por qualquer substancia, a
partir de estados eletronicamente excitados. A fotoluminescéncia pode ocorrer de duas
formas: fluorescéncia e fosforescéncia dependendo da natureza dos estados excitados
(LAKOWICZ, 2006), como mostrado na Figura 2.8. Neste trabalho, iremos discutir

somente a fluorescéncia.

S T
Estados . I G -
excitados . ¥ ] 9"{‘18!360
singletes ‘,r interna
St \\
N Cruzamento
intersistema
. . Estado
Absorgio A excitado
/ triplete
Fluorescéncia Fosforescéncia
Estudo /
fundamental )

singlete >

Figura 2. 8. Representacdo esquematica do diagrama de Jablonski envolvendo os processos de luminescéncia.

Adaptado (LAKOWICZ, 2006).
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A absorcao (excitacdo) e emissdo de energia nas transi¢des eletrdnicas por um
complexo ¢ um processo regido por regras de selegdo da mecanica quantica. A transi¢ao
ocorre entre o estado fundamental So e o estados excitados Si, Sz, ...,Sn. Estes niveis de
energia estdo subdivididos em um conjunto de subniveis associados com a energia
translacional e rotacional da molécula. A fluorescéncia ¢ atribuida a absor¢do de energia
onde o elétron ¢ excitado de um estado fundamental So (Figura 2.9.a) para os estados
excitados. Apds a excitagdo, mesmo se houver mais energia do que o necessario para a
transicao, o excesso de energia ¢ rapidamente dissipado por um processo de relaxamento
vibracional (chamado de conversdo interna) nos niveis translacionais e rotacionais,
deixando a molécula no nivel vibracional mais baixo do estado excitado S1. Este processo
de relaxamento possui tempo de vida médio de 10!% s, e ocorre devido a sobreposigdo entre
numerosos estados rotacionais e translacionais do estado excitado. Ocorrendo apds isso um
rapido processo de relaxamento entre os estados de maior energia S, Ss, ..., Shpara o estado
excitado Si. A transi¢ao entre o estado S; e o estado So € permitida para os estados singletos
(elétrons com spins oposto) como mostrado na Figura 2.9.b de forma que a transi¢do ocorre
rapidamente com a consequente emissdo de um foton com energia igual a diferenca entre
os niveis S1-So (LAKOWICZ, 2006). Paralelo a emissao de fluorescéncia ocorrem outros
processos de desativacdo que competem com emissdes, como decaimento ndo-radiativo
onde a energia do estado excitado ndo ¢ convertida em fotons, mas € dissipada por processos
térmicos. Ocorre também o “quenching”, que ¢ a perda de energia via colisdo entre as
moléculas ou com o solvente.

A energia da emissdo de fluorescéncia ¢ tipicamente menor que a de excitacao.
Portanto, a emissdo de luz ocorre em comprimentos de onda maiores do que ocorre a
excitagdo da molécula, este fenomeno é conhecido como desvio de Stokes, onde tem-se que
o espectro de emissdo de fluorescéncia ¢ independente do comprimento de onda de
excitacao.

a) b) c)

—+
H 4

Figura 2. 9. Diagrama ilustrando os possiveis estados de spin dos elétrons no orbitais moleculares, a) estado
fundamental b) singleto (elétrons no estado excitado com spins opostos) ¢) tripleto (elétrons no estado excitado
com spins emparelhados).
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2.7 Pirazinas

As diazinas sdo uma classe de compostos heterociclicos que contém um atomo de
nitrogénio ligado a dois dtomos de carbono em um anel de seis membros. Existem trés
estruturas diferentes que podem ser identificadas de acordo com a posi¢ao dos nitrogé- nios
no anel: piridazina (1,2—diazina), pirimidina (1,3—diazina) e pirazina (1,4—diazina). Devido
aos anéis das diazinas ser deficente em elétrons , o grupo diazenil pode ser usadocomo um
grupo retirador de elétrons, quando substituidos por grupos doadores de elé- trons, como o
grupo amino, apresentam propriedades de fotofisicas com com aplicagdo em iodos
organicos emissores de luz (OLEDs) (ACHELLE, ROBIN-LE GUEN, 2017).

A molécula de pirazina possibilita ligagdes de hidrogénio no grupo amino, bemcomo
interacdes de empilhamento do anel aromatico. Essas interagdes intermoleculares epadrdes
de coordenacdo atuam na formagdo de diversos complexos. Na Figura 2.10 apresenta as

estruturas quimicas dos diferentes nucleos de diazina.

~-N Z Z
N~ N ) N
piridazina pirimidina pirazina

Figura 2.10. Estruturas quimicas dos diferentes niicleos diazina.

Em estudo recente (DO NASCIMENTO NETO et al., 2019), foi observado quea
molécula de aminopirazina forma cadeias poliméricas unidimensionais com acetato de
cadmio (Figura 2.11), emitindo luz azul de alta intensidade. Entretanto, o rendimento
quantico necessario para absorver radiacdo UV e reduzir a conversdo em luz visivel de-
pende de varios fatores, como o ion metélico de transicao e raio de esfera de coordenagaoe
configuracdo eletronica, o ligante dentro cadeia, o nimero de moléculas de agua coor-
denadas, bem como o padrao de rede (DO NASCIMENTO NETO et al., 2019; LEMES et
al., 2021).

Figura 2. 11. Representagado simplificada do mondmero obtido.
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No entanto, todos esses fatores sdo otimizados no polimero de acetato de cAdmiocom
uma molécula de 4gua coordenada para cada plataforma, e entdo as transi¢des eletronicas
estdo centradas no anel da pirazina, onde ocorre uma alta taxa de conversdo externa de
75,4%, relacionada a uma estrutura rigida que bloqueia o heterociclo no estadoexcitado (DO

NASCIMENTO NETO et al., 2019).

2.8 Propriedades luminescentes de calixarenos

Os calixarenos sdo conhecidos por suas propriedades Opticas devido a alta
estabilidade e rigidez estrutural, isso pode levar a um aumento na intensidade da
fluorescéncia, bem como em mudangas espectrais, como deslocamentos de comprimento de
onda evariagdes na forma do espectro de emissao (KUMAR et al., 2019; TERAN et al.,
2016, HU et al., 2020, KIM, QUANG, 2007). As propriedades Opticas dos calixarenos sao
influenciadas por uma série de fatores, incluindo sua estrutura, ambiente quimico e presenga
de outras moléculas em solu¢do (D SOUZA et al, 2011 HU et al., 2020) . Assim, em
solucdes organicas, por exemplo, os calixarenos podem formar agregados ou complexos
com outras moléculas, o que pode levar a um quenching (extin¢do) da fluorescéncia ou a
mudangas nas propriedades espectrais do composto (VALEUR, 2003; CHOUDHURY et
al., 2010, HUA et al., 2018, XIA et al. 2018; HU et al., 2020). Outra propriedade optica in
teressante dos calixarenos ¢ a capacidade de atuar como sensores para ions metalicos e
outras moléculas. A presenga de ions metalicos em solu¢do pode levar a mudancas no
espectro de emissao do calixareno, o que permite a detec¢do e quantificacdo desses ions
(ULLMANN et al., 2019). Os calixarenos também sao utilizados no desenvolvimento de
sensores que funcionam através do reconhecimento molecular e de meios de transporte
bioquimicos muitas vezes depende das capacidades de interagdo hospede-hospedeiro em
compostos. Isso se deve a sua notavel seletividade e sensibilidade, caracteristicas
proeminentes destes complexos moleculares formados por ligacdes ndo covalentes
(ALVARENGA et al., 2022; CHENG et al., 2021; LIM et al., 2021, GAO et et al., 2021;
RAVAL et al., 2021). Outra aplicacdo dos calixarenos em que suas propriedades Opticas
sao utilizadas ¢ no desenvolvimento de materiais Opticos ndo lineares. Os calixarenos
demonstraram ter uma grande resposta Optica nao linear, que € a capacidade de produzir
uma mudanca na polarizagdo da luz quando ela interage com um material. Os calixarenos

luminescentes, adicionando uma habilidade optica de emissao de luz na qual a modulagao
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do comprimento de onda pode ser 1til para sinalizar o reconhecimento hospede-hospedeiro,
para auxiliar liberagdo medicamentos através da ativagcdo ou extingao fotodinamica, ou até
mesmo para melhorar a eficiéncia de luminéforos em dispositivos de iluminagao de alto
desempenho ( SHARMA et al., 2020; MARTINS et al.; 2017; LINS et al., 2021). Essa
propriedade torna os calixarenos tuteis no desenvolvimento de dispositivos como lasers,
fibras Opticas e outros dispositivos eletronicos. Desta forma, essas propriedades podem ser
exploradas para uma ampla gama de aplicagcdes em quimica supramolecular, quimicade
materiais e sensoriamento quimico (KUMAR et al., 2019; MEI et al.; 2021). Com a
descoberta da aminopirazina como potente lumindforo, nosso grupo de estudo sintetizou um
novo composto utilizando pirazinae o calix[4]areno, a fim de obter o composto denominado

como calixareno-pirazinamida mostrado na Figura 2.12 (ALVARENGA et al., 2022).

O calixareno-pirazinamida possui propriedades luminescentes e foi analisado com
o intuito de verificar seu potencial como plataforma na obten¢@o de materiais luminescentes
e liberacdo controlada de farmacos. A partir do uso calixareno-pirazinamida como
plataforma para obten¢do de co-cristais de ingrediente farmacéutico ativos, pode se obter
novos farmacos com melhor propriedades fisicas e quimicas. Os compostos foram
sintetizados e caracterizados para se obter um melhor entendimento sobre conformagdes do
complexo do tipo hospede-hospedeiro e a relagdo com espectros de excitacdo e emissdo de

fotoluminescéncia.

Figura 2. 12.Estrutura quimica do calixareno-pirazinamida.
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e amostras de calixarenos

No preparo das amostras cristalinas foram utilizados reagentes de alto grau analitico
(P.A.). Os reagentes utilizados foram os solventes: acetato de etila, cloroférmio,
dimetilformamida (DMF), hexano, metanol e tolueno, todos da marca Sigma-Aldrich.

Os calixarenos 5,17-di-terc-butil-11,23-di-pirazina-2-carboxamida-25,27-
dibutoxicalix[4]areno,11,23-di-pirazinacarboxamida-25,27dibutoxicalix[4]areno,
tetra(carboximetoxi)calix[4]areno (CX4A) foram sintetizados e fornecidos pelo Grupo de
Estudos em Quimica Organica e Bioldgica da Universidade Federal de Minas Gerais
(GEQOB-UFMG), para realizacdo deste trabalho (visto na Figura 3.1). As forma cristalina
(1-4) possuem na sua composi¢ao dimetilformamida (DMF), enquanto a forma cristalina 4

possui ions de so6dio proveniente da sintese.

3.2 Preparacao das fases cristalinas

O preparo das fases cristalinas dos novos calixarenos foi realizado seguindo a
metodologia descrita em Martins et al. (2016) e Alvarenga et al. (2022). A razdo dos
reagentes foi alterada na triagem de cristaliza¢do, e as quantidades estequiométricasque

geraram os cristais descritas na sequéncia. Os rendimentos das fases cristalinas dos
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Figura 3.1. Formula estrutural do 5,17- di-terc- butil- 11,23- di-pirazina-2-carboxamida-
25,27dibutoxicalix[4]areno, 11,23-di-pirazinacarboxamida-25,27dibutoxicalix[4]areno,
tetra(carboximetoxi)calix[4]areno (CX4A).

calixarenos nao foram avaliados.
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A forma cristalina 1 foi recristalizado utilizando 5 mL de solu¢ao de etanolcom
5,17- di-terc- butil- 11,23 - di-pirazina — 2 - carboxamida-25,27dibutoxicalix[4]areno
(0,0056 mmol, Smg), a temperatura ambiente. Durante o processo, a amostra ¢ submetidaa
agitacdo, o que resulta na solubilizag¢do do solido. A técnica utilizada para a obtengdo dos
monocristais ¢ a evaporacao lenta de solvente. Nessa técnica, a solu¢do do compostofoi
colocada em um local sem perturbagdes e, com a evaporagdo do solvente, ocorrea
precipitagdo controlada do so6lido, formando monocristais através dos processos de
nucleagdo e crescimento durante o processo de evaporacao lenta. Os cristais se formaramno
periodo de 5 dias.

A forma cristalina 2 foi cristalizada utilizando 5 mL de solug@o de etanol com 300p
L de DMF e 5 mg do composto 5,17-di-terc-butil-11,23-di-pirazina-2-carboxamida-25, 27-
dibutoxicalix[4]areno (1) (0,0056 mmol, 5Smg), a temperatura ambiente. A amostrafoi agitada
para solubilizar o sélido. A técnica empregada para a obtencdo dos monocristais foi a
evaporacao lenta, formando monocristais através dos processos de nucleagdo e crescimento
ao longo de 15 dias.

A forma cristalina 3 foi cristalizada utilizando (0,0064 mmol, 5 mg) do composto
11,23-di-pirazinacarboxamida-25,27dibutoxicalix[4]areno foi solubilizado em 5 mL de
etanol. A amostra ¢ submetida a agitacdo para solubilizar o sélido. Obtengdo dos
monocristais € a evaporagdo lenta, ocorre a precipitagdo controlada do so6lido, formando
monocristais através dos processos de nucleacao e crescimento ao longo de 15 dias.

Forma cristalina 4: A descri¢ao detalhada dos dados de sintese e caracterizacao do
calix[4]tubo encontram-se no estudo de Martins et al. (2016). Os testes de co-cristalizacao
com resveratrol (3,5,4’- trihidroxi-trans-estilbeno) foram realizados utilizando o (tetra
carboximetoxi)calix[4]areno como conformador.

A forma cristalina 4 foi cristalizada com (2,00 mg, 0,0088 mmol) de resveratrol que
foi dissolvida em mistura de solventes de 2 mL de élcool metilico, 200 pL de
dimetilformamida (DMF) e 300 puL de tolueno, sob agitacdo durante 5 minutos a temperatura
ambiente (25°C) com (2,00 mg, 0,003 mmol) de CX4A. As amostras foram agitadas por 48
horas sob agitagdo. Em seguida, a amostra foi colocada em evaporagdo lenta até que o

solvente evaporasser completamente por um periodo de 45 dias.
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3.3 Técnicas de Caracterizacio

3.3.1 Difracio de Raios X por monocristal (DRXM)

O experimento de difragdo de raios X por monocristal (DRXM) foi realizado com
cristais sintetizados, que foram analisados e selecionados sob um microscopio com luz
polarizada. Os monocristais escolhidos para a coleta de dados de difragcdo de Raios X
exibiram faces bem definidas e auséncia de defeitos, como geminagdo. Os dados para os
cristais 1 - 4 foram coletados do sistema de cristalizagdo de cada forma cristalina, apos a
diferenciagdo das morfologias externas. Posteriormente, foram separados do recipiente de
cristalizacdo e montados em um loop de pm (MiTeGen MicroLoops TM) com o auxilio de
um polimero (graxa).

Foram utilizados dois difratdmetros para a coleta dos dados. O primeiro foi o
difratdbmetro Bruker AXS Kappa Duo, localizado no Instituto de Fisica da UFG.O
segundo equipamento foi o Bruker-D8 Venture Dual Source com detector Photon,
localizado no Instituto de Fisica da Universidade Federal Fluminense (UFF). Este tltimofoi
utilizado pela parceria estabelecida com o Prof. Dr. Guilherme Pereira Guedes do Instituto
de Quimica da UFF. As medigdes tiveram que ser conduzidas utilizando dois diferentes
equipamentos devido a uma paralisagdo no funcionamento do difratometro deraio X de
monocristal no Instituto de Fisica da UFG. Este equipamento essencial ficou inativo por um
periodo de um ano e cinco meses, uma situag¢do provocada pela falta de recursos financeiros
necessarios para a manuten¢ao continua do mesmo.

Os monocristais foram centralizados em relagao ao feixe de Raios-X no gonidometro
do difratometro (Bruker-AXS Kappa Duo), que possui um detector APEX II CCD
(Dispositivo de Carga Acoplada). Foram utilizados dois difratdmetros para a coleta dos
dados como mencionado no texto acima. As coletas dos dados de difragdao de Raios X foram
realizadas a temperatura ambiente (298+2 K), utilizando uma microfonte de IuS com
monocromador de espelhos em multicamadas. Para as amostras 1, 2, 4, foi utilizada a
radiacdo MoKa (o= 0,71073 A) e amostra 3 foi utilizada a radiagio CuKo (a= 1,5418 A).
Inicialmente, foram coletados os dados para a indexacdo da cela unitaria, por meio da
varredura de i.f .Apos a determinacdo dos pardmetros da cela unitaria, foram realizadas
pesquisas no banco de dados do CSD (GROOM et al., 2016) para verificar se a estruturaja
era conhecida. Se as pesquisas indicassem que ndo existia nenhuma estrutura da forma

cristalina ja indexada no banco de dados, o processo de coleta dos dados era prosseguido.

18



3.Materiais e Métodos

A etapa final da coleta de dados envolveu a obtencdo de informagdes sobre os indices de
Miller (hkl), cossenos diretores e intensidade dos feixes difratados. Isso foi realizado através
de varreduras de ¢ ¢ ® utilizando o programa APEX2 (Bruker AXS KappaDuo)
(BRUKER, 2016) ¢ APEX3 (Bruker D8 Venture Dual Source) (BRUKER, 2016).

Para o tratamento dos dados brutos, foram utilizados os programas APEX2, APEX3,
Bruker SAINT e SADABS. Estes programas realizaram a indexagdo, integragdo, redugdoe
escalonamento das reflexdes de Bragg, incluindo a correc¢ao por absor¢ao do tipo multi-scan.
A resolucdo das estruturas foi obtida através de métodos diretos com o uso do programa
SHELX-2014 (SHELDRICK, 2014). Os refinamentos das estruturas foram realizados pelo
método de minimos quadrados de matriz completa no programa SHELX-2014
(SHELDRICK, 2014), visando minimizara diferenca entre os fatores de estruturas (F7)
calculados e observados, acompanhada da analise dos parametros estatisticos. Todos os
programas para refinamento da estrutura foram acessados através do programa de interface
WINGX (FARRUGIA, 1999).

Os atomos ndo-hidrogenodides foram encontrados diretamente nos mapas de
densidade eletronica, que foram calculados a partir da sintese de Fourier usando programas
anteriores. Esses 4tomos tiveram seus pardmetros de deslocamento térmico anisotropicos
refinados livremente, exceto nas estruturas 1-4 que apresentavam desordem. Nesses casos,
os parametros de deslocamento térmico isotropicos foram fixados em 0,05 U, e refinados
com pardmetro de ocupacdo livre. Em seguida, o pardmetro de ocupacdo foi fixado e os
sitios dos atomos desordenados foram refinados anisotropicamente em relagdo aos
parametros térmicos. Utilizou-se a mesma estratégia para resolver as desordens das 4
estruturas cristalinas.

Durante o processo de refinamento da estrutura, alguns 4tomos de hidrogénio ti-
veram suas posicoes determinadas diretamente através do mapa de densidade eletronica,
enquanto outros foram posicionados estereoquimicamente. Todos os parametros de des-
locamento térmico isotropicos foram fixados em [Uiso = 1.2Ueq (Csp2 ou N) ou 1.5Ueq
(Csp® ou 0)], usando o modelo riding com distancias de ligagdo fixas em 0,98 A para (Csp?)
ligado a apenas um hidrogénio, 0,96 A(Csp®) para dtomos de carbonocom ligagdo a trés
hidrogénios, 0,93 A para atomos envolvidos na aromaticidade, 0,86A (N-H terminal) e
0,82A (O-H terminal).

Para criar representacdes graficas das estruturas, interpretar analises geométricas
como angulos e distancias) e estudar a supramolecularidade, foram usados os programas
ORTEP-3 (FARRUGIA, 2012), MERCURY (MACRAE et al.,, 2008), CHIMERA
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(PETTERSEN et al., 2004) e DIAMOND (BRANDENBURG; PUTZ, 2017), bem como
os valores dos parametros geométricos medidos nas estruturas. Esses programas permitem
visualizar e analisar as estruturas cristalinas, incluindo a disposi¢ao espacial dos atomos e
suas relagdes geométricas. Além disso, eles podem ser usados para calcular e visualizar
parametros geométricos, como angulos e distancias entre atomos. Isso € tutil para entender a
conformagao da molécula e como ela pode se relacionar com outras moléculas na estrutura
cristalina.

A forma cristalina 1 ndo solvatada apresenta uma particularidade: os grupos t-butil
da molécula possuem dois sitios de ocupacao, sendo 66% e 34% para os a&tomos de carbono
(atomos desordenados). O fator do sitio de ocupacao (s.o.f) foi definido como uma variavel
livre durante todo o refinamento da desordem, utilizando parametro térmico para avaliar a
porcentagem dos sitios de ocupagao dos atomos de carbono. Os grupos terc- butil em foram
divididos em dois sitios de ocupacdo, com propor¢des de 0,55(2)/0,45(2) e
0,598(8)/0,402(8). Na forma cristalina 2, solvatado com DMF, os grupos terc-butil apre-
sentam propor¢des de 0,622(6)/0,378(6) e 0,525(6)/0,475(6). H4 também um grupo n- butil
com proporcdes de 0,685(8)/0,315(8). A molécula de DMF possui dois sitios de ocupagao,
com proporgodes de 0,751(11)/0,249(11), enquanto o grupo n-butil apresenta desordem em
trés conformagdes, com propor¢des de 0,395(3)/0,308(3)/0,297(3). O fatordo sitio de
ocupagdo (s.o.f) foi definido como uma variavel livre durante todo o refinamento da
desordem. Este mesmo procedimento foi aplicado aos dois sitios de ocupagao dos grupos n-
butil e a molécula de pirazina presente na estrutura da forma cristalina 3 solvatada com DMF.
A forma cristalina 4 a cela unitaria € composta por trés ions de sodiocom dois ions s6dio com
ocupacao de 50% rotulado como Na02 e o outro ion remanescente com ocupacdao 100%
rotulado como Na0Ol,uma molécula de CX4A parcialmente desprotonada e meia molécula
de resveratrol, além de trés moléculas de DMF e duas moléculas de dagua
cristalograficamente independentes. A unidade assimétrica contém quatro hidrogénios do
grupo carboxila, dosquais trés apresentam ocupac¢do de 50%, totalizando 1.5 cargas
negativas liquidas. Essas cargas negativas sdo contrabalanceadas por 1.5 cargas positivas
dos ions de s6dio.Os detalhes dos parametros cristalograficos e dos refinamentos das formas
cristalinas 1 a 4 foram resumidos e apresentados na Tabela 1. Quanto as ligagdes de
hidrogéniode todas as estruturas, essas informagdes foram consolidadas e podem ser
encontradas nas Tabelas 1A e 2A no apéndice.

ApoOs o refinamento das estruturas cristalinas, arquivos com extensdo “.cif”

(Crystallographic Information File) foram preparados e validados usando os relatorios
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gerados para cada estrutura por programas de afericao da consisténcia e aceitabilidade da
determinagdo das estruturas cristalinas. Para as avaliacdes dos arquivos “.cif” foram
utilizados os programas PLATON e Check CIF. Este ltimo programa ¢ uma facilidade
disponibilizada pela Unido Internacional de Cristalografia na rede mundial de
computadores. Uma vez validados, os arquivos “.cif” contendo todas as informagdes sobre
as coletas e processamento dos dados de DRXM, constantes de cela unitaria, resolugao e
refinamento das estruturas, incluindo procedimentos, estatisticas das determinacdes
estruturais, coordenadas fracionarias, pardmetros térmicos dos atomos, caracteristicas
geométricas moleculares que foram depositados no Centro de Dados Cristalograficos de
Cambridge (CCDC- Cambridge Crystallographic Data Centre). Os parametros
cristalograficos e os refinamentos de 1 a 4 foram sumarizados na Tabela 1. As ligagdes de
hidrogénio para todas as estruturas foram agrupadas nas tabelas em apén- dice .Todos os
dados cristalograficos estdo disponiveis no CCDC com numeros depositados: 1, nio-
solvatado (2128256); 2 solvato, DMF (2128255); 3 solvato, DMF (2128254); 4 co-cristal
(1973144).

3.3.2 Calculos de energia

Para a realizacdo dos célculos de energia e otimizagdo geométrica, estabeleceu-se
uma colaboragdo. Os célculos, que envolveram a determinagdo da energia das interagdes
intermoleculares foram conduzidos utilizando o programa Gaussian 09 (FRISCH et al.,
2009), em parceria com o Professor Dr. Freddy Fernandes Guimaraes, do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goias (IQ-UFQG). O estudo das energias presentes nas
interacdes intermoleculares das moléculas presentes nas estruturas cristalinas 1, 2 e 3 foram
realizados a partir de calculos tedricos, com o objetivo de explicar o comportamento dessas
interacdes, que possuem um papel fundamental para a compreensdo da formacdo dos
solvatomorfos neste estudo. Para isso, os cdlculos de energia foram realizados considerando
os sistemas moleculares no vacuo. Tais calculos forneceram bons resultados na
determinagdo da energia molecular e das interagdes intramoleculares e/ou intermoleculares.
Foi empregada o método no modelo tedrico de sistemas moleculares, a metodologia
computacional Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory, DFT)
(HOHENBERG, KOHN, 1951) utilizando o funcional hibrido meta-GGA (meta -
generalized gradient approximation) M06- 2X (ZHAO; TRUHLAR, 2008), recomendado

para aplicacdes que envolvem as interagdes ndo covalentes, ou seja, as interacdes
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intermoleculares e o conjunto de fungdes da base 6-31G (d, p). Todos os céalculos foram
realizados utilizando o programa Gaussian 09 A (FRISCH et al., 2009).

Os arranjos moleculares contendo as principais interagdes intermoleculares e as
moléculas isoladas, foram extraidos a partir das estruturas cristalinas usando o programa
MERCURY (MACRAE et al., 2008). As energias para as moléculas agregadas e as isoladas
foram obtidas sem otimizacdo, pois isso alteraria significativamente a geometria das
interagdes intermoleculares, produzindo estruturas tedricas incapazes de serem comparadas
com as estruturas experimentais. As energias das interagdes foram estimadas subtraindo as
energias correspondentes das moléculas isoladas de seus arranjos moleculares e do seu
sistema molecular como um todo. Neste estudo, a energia molecular livre ¢ calculada
conforme a Equagdo 1, na qual as energias dos mondmeros 1 e 2 sdo subtraidas da energia

total da molécula (AVARAND et al., 2018).

AE = EmmI damolécula — Emonﬁmero L Emonfnmer‘o 2(1)

Equacio 1. As energias dos mondmeros 1 ¢ 2 sdo subtraidas da energia total damolécula. (3-1)

3.3.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Os testes de emissdo de fluorescéncia foram realizados em parceria com os
professores Dr. Lauro June Queiroz Maia e Dr. Ricardo Costa de Santana, do Instituto de
Fisica da Universidade Federal de Goids (IF-UFG). Os espectros de emissao de
fluorescéncia para as amostras 1, 2 e 3 foram medidos usando o fluorimetro Fluorolog FL3-
221 Horiba Jobin-Yvon, com lampada de xenonio e poténcia de 450 W. O espectro de
excitacdo das amostras foi medido na faixa de 250 nm a 560 nm, e de 380 a 700 nm para o
espectro de emissdao. O bandpass foi ajustado para 1,5 nm e todos os pontos foram obtidos
em cada intervalo de 1,5 nm. Uma esfera de integracdo de 152 mm, fabricada pela Horiba®
Jobin Yvon (modelo Quanta F 3029), foi utilizada para estimar o rendimento quantico
(WRIGHTON et al., 1974). O software Fluor Essence V3.5 foi usado na Gltima medicao e
os perfis espectrais do suporte da amostra, esfera de integracdo, monocromadores e detector

foram subtraidos das emissOes das formas cristalinas.
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3.3.4 Espectroscopia vibracional na regido de infravermelho (IV)

As amostras foram analisadas utilizando-se 100 mg de KBr ¢ 5 mg da forma
cristalina 4. Os espectros foram obtidos no equipamento PerkinElmer Spectrum 400, sendo
feitas 16 varreduras na regido de 4000 a 220 cm™' com resolugio de 2 cm™. A técnica

utilizada foi a de transmitancia. Nao foram observadas bandas de absor¢ao na regido visivel.

3.3.5 Analise térmica

A amostra do composto 4 foram caracterizados através das técnicas térmicas de
calorimetria exploratorio diferencial (DSC) e termogravimetria (TG). As analises por DSC
foram conduzidas sob fluxo de calor em atmosfera de nitrogénio com vazdo e taxa de
aquecimento controladas. As analises poderdo compreender uma faixa de temperatura entre
25 e 750 °C, embora faixas de 40 a 350 °C sejam suficientes para caracterizar o
comportamento térmico de so6lidos moleculares. Cadinhos de aluminio serdo utilizados
como porta-amostra e referéncia. Cerca de 5 mg de cada amostra serdo exatamente pesadas
diretamente sobre os cadinhos, os quais serdo entdo selados e perfurados antes das analises.
Anteriormente aos experimentos de DSC, o ambiente dentro do equipamento sera purgado
com nitrogénio por 15 minutos para remogdo de ar. As andlises por TG também foram
conduzidas sob atmosfera de nitrogénio. Uma massa de aproximadamente 12 mg das formas

cristalinas serd utilizada, sob as mesmas condic¢des analiticas das corridas de DSC.

3.3.6 Avaliacao da solubilidade do resveratrol no co-cristal

Determinacio do teor de resveratrol no co-cristal

Inicialmente, foi realizada avaliagdo, em triplicata, do teor de resveratrol nos co-
cristais. Para isso, amostras de 0,01g foram pesadas, apropriadamente diluidas em etanole

quantificadas por espectrofotometria UV-Vis. O teor de resveratrol no co-cristal foi de452

mg/g.
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Determinacao da solubilidade aquosa do resveratrol e do co-cristal

A solubilidade em equilibrio do resveratrol e do co-cristal (resveratrol com
calix[4]tubo) foi determinada utilizando o método de miniaturizagdo do shake-flask. Os
testes foram realizados em triplicata da seguinte maneira: uma amostra (com a adi¢do de
cerca de 10 mg) foi adicionada a agua de osmose reversa (1 mL) em cada eppendorf, a
temperatura ambiente, até a observacao de material ndo dissolvido em excesso. A mistura
foi agitada por 48 horas a 250 rpm a uma temperatura de 20 °C. A presenga de precipitagdo
foi verificada a cada hora ao longo de um total de 6 horas apos o inicio da agitagdo. Apoés as
48 horas de ensaio, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos. Apos a
equilibragdo, as amostras foram filtradas através de um filtro de 0,45 mm (Millipore) e foram
realizadas diluicdes de 1000 vezes de aliquotas de filtrado (50 mL) em etanol. A
concentragdo do composto no filtrado foi quantificada por interpolacdo de medidas
espectroscopicas das solucdes diluidas em uma curva de calibragdo cujas concentragdes
variaram. Um espectrofotometro UV-vis (Shimadzu) foi usado a 298 nm, e as solugdes
padrdo usadas para gerar a curva de calibragdo foram preparadas usando um material padrao
de resveratrol (DA SILVA et al., 2013).

3.3.7 Desenvolvimento do método analitico para quantificacdo do
resveratrol por Espectrofotometria UV/Vis

O método analitico para a quantificagdo do resveratrol por espectrofotometria
realizado a partir dos critérios recomendados pelo ICH (2005) e ANVISA (2017) que
preconiza a avaliacao dos parametros analiticos de linearidade, exatiddo, precisao, limite de
quantificagdo, limite de deteccdo e seletividade. As andlises foram realizadas no
espectrofotometro UV-Vis Genesys 50, ThermoFisher®, em comprimento de onda 298 nm,

empregando etanol como diluente.

Seletividade

Para determinar a seletividade do método, avaliou-se isoladamente, o resveratrol,o
CX4A e o co-cristal. Para isso, os analitos foram devidamente diluidos em etanol. Em

seguida, foi realizada varredura por espectrofotometria.
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Linearidade

A linearidade foi determinada pela constru¢ao de curva analitica utilizando-se
solu¢descom concentragdo de resveratrol no intervalo linear de 0,5 a 8,0 ug/mL, em triplicata.
O desvio padrdo relativo entre as areas dos picos, coeficiente e variagdo (CV%) da curva de
calibragdio, o coeficiente de determinagdo (R?) e coeficiente de correlagdo (r) foram

determinados.

Precisao e Exatidao

A precisdo A precisdo foi determinada no ponto médio da curva (4,0 pg/mL), em
sextuplicata, a partir da proximidade dos resultados obtidos no mesmo dia e em dias
diferentes (intra e interdia, respectivamente) e seus respectivos CV(%). A exatiddo foi
determinada analisando concentragdes de trés pontos da curva (0,5; 4,0 e 8,0 pg/mL), em
triplicata, avaliando a relagaoentre as concentragdes encontradas e seus respectivos valores

tedricos.

Limite de Quantificacao (LQ) e Limite de Deteccao (LD)

O LQ ¢ representado pela menor concentracdo de resveratrol que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo. Dessa forma, foram preparadas solu¢des com
concentragdes decrescentes de RESV (0,5; 0,4; 0,3; 0,2 ¢ 0,1 pg/mL) e analisadas. A partir
da andlise de absorbancia de concentracdes do analito proximas ao suposto limite de
deteccao, foi possivel extrair trés curvas de calibracdo. Para a determinacao do LD e LQ,

foram utilizadas as equagdes abaixo :

3.3.c 10.¢
LD ==~ LQ =—

Onde IC ¢ a inclinagao da a curva de calibracao, ¢ o desvio padrdo obtido a partir do desvio
padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de calibragio construidas
contendo concentragdes do analito proximas ao suposto limite de detec¢ao. A seguir a Tabela
1 apresenta os dados do refinamentos e parametros cristalograficos das estruturas cristalinas

delad.
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Tabela 1- Dados cristalograficos e estatistica de refinamento.

1 2 3 4
Formula Estrutural Cs4HaNgOg Cs;HgoN,0, Cu6H166N2,05, Cios Hy1g Ng Naz O3
Massa Molecular 891,10 964,19 2629,05 2118,05
Sistema Cristalino P2l/c P1 P1 Pbcn
Grupo Espacial monoclinico triclinico triclinico Ortorrémbico
r(A) 0,71073 0,71073 1,54178 0,71073
a(A) 13,7397(17) 11,531(3) 13,0327(9) 16,790(3)
b (A) 23,978(3) 15,648(4) 24,5724 (15) 20,081(4)
c(A) 14,9453(18) 15,803(5) 25,6214(17) 31,917(6)
a(°) 90 83,361(7) 63,320(3) 90
B () 94,826(3) 87,437(8) 87,609(4) 90
v (®) 90 79,217(7) 75,037(4) 90
V (A% 4906,3(10) 2781,5(14) 7056,7(8) 10761(4)
Z 4 2 2 4
Densidade calculada (mg/m?) 1,206 1,151 1,237 1,307
Coeficiente de absor¢do (mm™) 0,079 0,076 0,683 0,109
Intervalo 8 para coleta de dados (°) 2,112-25,477 2,193-25,399 5,012-67,006 2,028-25,626
Dados coletados 225730 116322 62130 182904
Reflexdes unicas 9078 10237 24096 10069
Reflexdes unicas com />20(/) 5017 6336 11790 4472
Rint 0,2765 0,1131 0,0886 0,991
Completeza para Opax (%) 99,5 99,6 95,6 99,5
F(000) 1904 1032 2792
Parametros refinados 614 705 1952 690
Qualidade de ajuste em F? 1,052 1,146 1,376 0,971
Fator R1 final para [>20(/) 0,0797 0,1194 0,1347 0,1365
Fator wR2 para todos os dados 0,1822 0,3032 0,4706 0,3601
Maior pico/buraco difracio (e/A3) 0,385 /-0,355 0,382/-0,429 0,868/-0,689 0,358/ -0,334
Numero de deposigdo CCDC 2128256 2128255 2128254 1973144

Fonte: Alvarenga et, 2022. Journal of Molecular Structure,1258, 132694, 2022.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao das formas cristalinas 1, 2 ¢ 3

As formas cristalinas 1 e 2, que sdo formados pelo mesmo hibrido de calixareno-
pirazinamida, organizaram-se em duas diferentes formas solidas, dependendo do solvente
de cristalizagdo. Utilizou uma mistura de solventes acetato de etila/hexano/etanol na
propor¢ao 5:1:1, foi obtida uma forma solida de unica molécula, caracterizada por um
sistema cristalino monoclinico e grupo espacial P21/c, conforme ilustrado na Figura 4.1.

A forma cristalina 2, quando cristalizada a partir de uma mistura de solventes de
acetato  de  etila/hexano/etanol/dimetilformamida,  apresenta ~uma  molécula
cristalograficamente independente solvatada com DMF. Esta estrutura foi caracterizada por
um sistema cristalino triclinico e grupo espacial P1, conforme ilustrado na Figura 4.2. A
inclusdo desse solvente influenciou a conformacao e o empacotamento molecular. Apesar
de o calixareno em adotar uma conformagao em cone em ambas as formas cristalinas 1 e 2,
auxiliado por duas ligagdes de hidrogénio intramoleculares classicas entre os grupos
hidroxila e butoxi, a conformagdo dos substituintes inteiros nas coroas superiores sS3ao

diferentes nestas variantes no estado solido, conforme mostrado nas Figuras 4.3.

Figura 4. 1. A unidade assimétrica do calixareno-pirazinamida em 1 foi apresentadacom as indica¢Ges
dos atomos de oxigé€nio e nitrogénio da molécula. Os atomos ndo-hidrogenodides foram ilustrados com
elipsoides a 30% de probabilidade, enquantoos atomos de hidrogénio.
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Figura 4.2. A unidade assimétrica do hibrido calixareno-pirazinamida em 2 foi apresentada, com os rotulos
dos atomos de oxigénio e nitrogénio da molécula. Os atomos ndo-hidrogendides foram ilustrados com
elipsdides a 30% de probabilidade, enquanto os atomosde hidrogénio foram omitidos.

Na forma ndo solvatada 1, os grupos carbonila dos dois substituintes da borda
superior estao quase alinhados por um eixo de duplo perpendicular a base da coroa, enquanto
no solvatode DMF esses grupos podem estar quase alinhados por um plano espelho
perpendicular a base da coroa. Isso é consequéncia da rotagdo no eixo da ligagdo N-C que
conecta o substituinte de pirazinamida aos anéis fenolicos, que posiciona os grupos carbonila
na diregdo oposta da cauda do cone do calixareno na forma ndo solvatada em 1 e para o
mesmo sentido da cauda no solvato de DMF em 2.

Em ambas as formas cristalinas, uma caracteristica notavel ¢ a coplanaridade entre
um substituinte de pirazinamida inteiro e seu anel fendlico ligado, com um desvio
quadratico médio (RMSD) para os planos de minimos quadrados pirazinamida-fenilica
abaixo de 0,1 A, e angulos de tor¢do m, na ligacdo entre o anel fenilico e o nitrogénio da
amina, ¢ ¢, na ligac@o entre o anel de pirazina e o carbono carbonilico, proximos de 0° na
Figura 4.3 e apresentados na Tabela 2. Em contraste, o outro substituinte ¢ torcido em
relacdo ao anel fenolico (veja os maiores valores correspondentes de RMSD e angulos de
tor¢ao ® e ¢). Neste substituinte torcido, o anel de pirazina também é torsionado (curvado)
em relacdo ao grupo carbonila, conforme observado pelo maior valor do angulo de torgao
¢ em ambas as formas cristalinas. Da mesma forma, interagdes intramoleculares ndo

covalentes mais fracas entre o grupo amina e o nitrogénio da pirazina na 2- posi¢ao auxiliam
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na estabilizagdo molecular. As moléculas das formas cristalinas 1 ¢ 2 foram totalmente
otimizadas por DFT, com e sem DMF aprisionado, apresentam maiores valores de RMSD

para os dtomos ndo hidrogendides de toda estrutura de pirazinamida-fenoélica, revelando que
a coplanaridade da estrutura toda fundida da forma cristalina de 1 ¢ 2 no estado solido
pode ser funcao de contatos CH...t e m..m formados na parte externa da coroa. Os
hidrogénios metilicos do DMF envolvidos no aprisionamento do solvente na cavidade da
coroa foram mostrados na Figura 4.3. As linhas tracejadas verdes e ciano ilustram as
interagdes CH...m e OH...O, respectivamente. Para cada contato CH...x, a distancia Cg...H ¢
mostrada em angstroms, onde Cg € o centroide calculado através dos seis carbonos fenolicos
do anel aromatico ligado. Os angulos de tor¢do ¢ ¢ ® s3o definidos uma vez com barras
coloridas para a estrutura ndo solvatada do 1, enquanto todas as outras moléculas
cristalograficamente independentes relatadas aqui seguem essa mesma definicdo. Apenas
atomos de oxigénio envolvidos nas interagdes intramoleculares OH...O sdo rotulados para
acompanhar as métricas das interacdes na Tabela 1A. Os valores dos angulos de tor¢do ¢ e
® em cada porg¢do de pirazinamida foram apresentados na Erro! Fonte de referéncia nio e
ncontrada.. Também como o desvio padrao quadratico médio (marcado com asterisco) para
o plano de minimos quadrados pirazinamida-fenilica correspondente (calculado através dos
seis carbonos fenilicos, os seis &tomos de pirazina e os trés atomos de amida de cadeia aberta

de 4tomos nao-hidrogenoides), sdo mostrados nessas imagens rotuladas com O.
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Figura 4. 3. Inicialmente tem-se a forma cristalina 1 e segundo momento a forma cristalina 2 com DMF e sem
DMF. Os atomos ndo hidrogenoides foram representados por elipsdides com uma probabilidade de 30%,
enquanto os atomos de hidrogénio foram omitidos. Todos os atomos de hidrogénio presentes nos grupos CH
dos hibridos de calixareno-pirazinamida também foram omitidos. Os locais de atomos com fatores de
ocupacao menores nas trés estruturas ndo foram exibidos para maior clareza e todas as medigdes se referem
as conformacdes de maior ocupacao.
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Tabela 2 . Valores calculados para os angulos de tor¢do (o e ¢) para as estruturas 1 e 2, bem como
para as estruturas otimizadas 1 e 2.

Angulos de 1 1 2 2
tor¢io (o € ) otimizado otimizado
) -0,8(5)° -18,4(6)°  -18,2(7)° -3,6 (7)°
[0) 2,7(5)° -6,2 (6)° 33,8 (8)° 10,4 (8)°
*(A) 0,0272 0,248 0,333 0,0825

A coplanaridade entre os grupos pirazina e carbonila na pirazinamida ¢ notavel nas
moléculas totalmente otimizadas por DFT, como observado pelos baixos valores de angulo
de torgao ¢, ilustrado na (Figura 4.4) e valores apresentados na Tabela 3. No empacotamento
cristalino da forma cristalina ndo solvato 1 e solvato 2, destacam-se a formac¢ao de dimeros
centrossimétricos nos quais as moléculas estdao inseridas nas coroas umas das outras, como
mostrado na Figura 4.5. Os contatos CH. . .t sdo estabelecidos entre um grupo t-butil de uma
molécula e os quatro anéis fenolicos de outra, de forma reciproca. Além disso, duas ligagdes
de hidrogénio intermoleculares classicas NH. . .O entre os grupos amina e carbonila de
moléculas relacionadas centrossimetricamente atuam como ramificacdes, mantendo-as
lateralmente unidas no dimero (Figura 4.5). A geometria dessas interacdes de ligacdo de
hidrogénio classica encontrada nesta estrutura e nas outras relatadas pode ser vista na Tabela
1A. Por outro lado, na forma solvatada com DMF em 2, este solvente também esta incluido
na coroa, igualmente por meio de contatos CH. . . ©, conforme ilustrado na Figura 4.3. Nesta
forma solvatada, ligagdes de hidrogénio intermoleculares NH. . .O também sdo formadas
entre as mesmas partes das moléculas da forma cristalina ndo solvatada 1, no entanto, as
moléculas relacionadas pela simetria de translacdo foram mantidas em contato através
dessas ligacdes, formando cadeias unidimensionais, como mostrado na Figura 4.6.

A forma cristalina 3, assim como nas formas cristalinas 1 e 2, também cristalizou na
forma de um solvato de DMF, mas com trés moléculas hibridas de pirazinamida-calixareno
na unidade assimétrica e quatro moléculas de solvente (sistema cristalino triclinico, grupo
espacial P1). Molecularmente, a forma cristalina 3 difere de 1 e 2 pela auséncia de
substituintes t-butil nos anéis fenolicos nas 2,4 - posicdes da coroa. Isso se reflete em anéis
fenolicos substituidos mais inclinados entre si na forma cristalina 3 do que na forma

cristalina 1 e 2.
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Composto 1 Composto 2

Figura 4. 4. Sobreposi¢ao molecular entre a estrutura teérica (M062X/ Def2TZV) e as geometrias cristalinas
dos hibridos calixareno-pirazinamida em 1 (RMSD), para a sobre- posi¢do de dtomos ndo hidrogenodides,
incluindo 2 (solvato de DMF) que foi otimizado. Para 1, o valor foi de 0,989 A; e para 2, foi de 0,831 A.

Figura 4. 5. O empacotamento cristalino da forma cristalina 1 possui a formacdo de dimeros centrossimétricos
nos quais as moléculas estavam auto-incluidas na coroa da outra molécula. Os contatos do tipo CH. . .n
ocorrem entre uma parte t-butil de uma molécula e os quatro anéis fendlicos da outra molécula.

i

Figura 4.6. As ligagdes de hidrogénio intermoleculares classicasNH. . . O entre os grupos amina e carbonila
das moléculas relacionadas centrossimetricamente atuam como ramificagcdes, mantendo-as lateralmente
unidas no dimero.
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Os planos de minimos quadrados, calculados com base nos seis carbonos dos anéis
fendlicos substituidos por pirazinamida, formam angulos de 88,9(2)°, 89,47(19)°¢ 85,3(4)°
nas moléculas rotuladas como A, B e C na forma cristalina 3. Em contraste, esta mesma
medida ¢ de 64,88(10)° e 69,93(18)° nas formas nao solvatada 1 e solvato de DMF 2,
respectivamente.

Similarmente ao encontrado em ambas as formas cristalinas do 1 e 2 , duas das trés
moléculas cristalograficas independentes da forma cristalina 3 possuem um substituinte de
pirazinamida em alta coplanaridade com seu anel fenolico correspondente, especificamente
aquelas rotuladas como B e C (observe seus valores de RMSD abaixo de 0,1 A). Entretanto,
na molécula A, ambas as partes de pirazinamida estdo torcidas nas ligagdes N-C que as
conectam aos grupos fenolicos correspondentes (angulo de tor¢do w=34,7(7)° e 36,5(7)°),
embora ambos os anéis de pirazina sejam coplanares aos seus grupos amida (angulo de
tor¢ao ¢ proximo de 0°). Este comportamento também ¢ encontrado na parte de pirazinamida
do substituinte torcido na molécula C (angulos de tor¢do o e ¢=20(3)° e -7(2)°), enquanto o
anel de pirazina ¢ torsionado (dobrado) em relagdo ao grupo carbonila em um dos
substituintes da molécula B (angulo de tor¢ao ¢=45(2)°) visto na Figura 4.7.

Quanto ao padrao de conformacdo em torno da mencionada ligagdo N-C, as
moléculas A e C apresentam grupos carbonila apontando para sentido opostos da coroa,
como na forma ndo solvatada do 1, enquanto a molécula B se assemelha ao solvatode
DMF com ambos os grupos carbonila orientados para o mesmo lado (Figura 4.7 e 4.8). Por
essa razao, as moléculas B e C, e o DMF aprisionado nelas, foram totalmente otimizadas
apenas no nivel de teoria M062X/Def2TZV, assumindo-se que a molécula A convergiria
para sua conformac¢do semelhante na molécula C. Exceto por uma parte inteira de
pirazinamida-fendlica da molécula B, que apresentou um valor de de 19,17°, todas as outras
apresentaram alta coplanaridade tanto nas moléculas totalmente otimizadas por DFT da
forma cristalina 3, exibindo, portanto, baixos angulos de tor¢ao ¢ e , e também com baixos
valores de RMSD pirazinamida-fenil (Figura 4.8). E importante notar que as geometrias
totalmente otimizadas por DFT e geometrias cristalinas concordaram bem, com valores de
RMSD para todos os 4tomos ndo hidrogénoides sobrepostos (incluindo aqueles do DMF
aprisionado) inferiores a 1,0 A na conformacdo nfio solvatada do 1 e nas formas solvatadas
de DMF do 2 e 3 (Figura 4.8). Nas formas cristalinas 1 ¢ 2, o desvio resultante da
sobreposi¢do molecular foi de 0,985A (Figura 4.8). Em rela¢do ao composto 3, a
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sobreposi¢ao molecular foi calculada entre as estruturas tedricas (M062X/Def2TZV) e as

geometrias cristalinas dos hibridos calixareno-pirazinamida. O desvio (RMSD) para a
sobreposi¢do dos atomos ndo hidrogendides, considerando a inclusao do solvato com DMF,
foi otimizado. Na estrutura cristalina de 3, os desvios encontrados foram os seguintes: entre
as moléculas A e B, o desvio foi de 1,076 A, entre as moléculas A e C, o desvio foi de 0,608

A, e entre as moléculas B e C, o desvio foi de 0,949 A (Figura 4.8).
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Figura 4. 7. As estruturas cristalinas dos hibridos de calixareno-pirazinamida de 1, 2 e 3 sdo apresentadas,
onde os atomos nao hidrogenoéides sdo representados por elipsoides e os atomos de hidrogénio foram omitidos.
As interagdes do tipo CH...t e OH...O sfo representadas por linhas tracejadas verdes e ciano, medidas ¢ os atomos
de oxigénio envolvidos nessas interagdes intramolecularesforam identificados.
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3, Solvato DMF (molécula A)

V Solvato DMF (molécula C)
|
/

1, ndo solvato
2, solvato DMF 2\ /
N

Figura 4.8. Superposicdo molecular entre as moléculas do hibrido calixareno-pirazinamida

cristalograficamente independente para compostos 1 ¢ 2. Em seguida a sobreposi¢ao das trés moléculas (A, B,
C) do composto 3.

Com excegdo da pirazinamida da molécula B, que apresentou uma tor¢cdo o de
19,17°, todas as outras moléculas apresentam alta coplanaridade, assim como as moléculas
otimizadas por DFT da forma cristalina 3. Essas moléculas apresentam angulos de tor¢ao
(o e ¢ ) baixos e valores baixos de RMSD para o anel de pirazinamida (apresentados na
Tabela 3). E importante destacar que as geometrias das estruturas cristalinas otimizadas por
DFT apresentam valores de RMSD para os 4tomos nao hidrogenoides sobrepostos
(incluindo os 4tomos da molécula de DMF inclusa) inferiores a 1,0 A na conformagcéo da
molécula ndo solvatada de 1 e nas moléculas solvatadas com DMF das formas cristalinas 2
e 3 (Figura 4.9). A sobreposi¢do molecular entre as estrutura tedricas (M062X/Def2TZV) e
as geometrias cristalinas dos hibridos calixareno-pirazinamida de 1 e 2 foram analisadas.
Para a sobreposi¢cao dos atomos ndo hidrogendides, incluindo o solvato de DMF, o desvio
(RMSD) foi otimizado. No caso da molécula ndo solvatada de 1, o desvio foi de 0,989 A,
para a molécula solvatada com DMF de 2, o desvio foi de 0,831 A. Na forma cristalina 3, a
mesma analise foi conduzida entre as estruturas tedricas (M062X/Def2TZV) e as geometrias
cristalinas dos hibridos calixareno-pirazinamida. Para a sobreposi¢do dos atomos ndo
hidrogendides, incluindo o solvato de DMF, o desvio foi otimizado. Aqui, a molécula B
apresentou um desvio de 0,886 A, e a molécula C, de 0,516 A. A molécula A de 3 nio foi

otimizada, visto que sua conformacao ¢ similar & da molécula C (Figura 4.9). Os angulos
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de tor¢do ¢ e m sdo apresentados na Tabela 3 e na Figura 4.7, e seus valores sdo apresentados
apenas para as geometrias teoricas nesta Figura 4.7, assim como o desvio quadratico médio
para o plano minimo quadrado correspondente de pirazinamida-fenil (medigdes marcadas

com asterisco, também apresentadas na tabela 3 e na Figura 4.7).

Tabela 3. Os valores dos angulos de tor¢do m e ¢ foram apresentados para as geometrias teoricas
dos compostos 1, 2 e 3 (incluindo as moléculas B e C de 3). Também foi apresentado o desvio (*)
correspondente a pirazinamida-fenilico no plano basal.

Angulos de Estrutural  Estrutural Estrutura 2 Estrutura 2
tor¢do (o e ) otimizada otimizada
¢ -0,77 -0,86 -4,66° -0,84
[0} 19,55 23,26 -26,39 29,23
* (&) 0.158 0.190 0313 0.244
Angulosde  Estrutura3B  Estrutura 3B Estrutura 3A Estrutura 3A
tor¢do (o e ) otimizada otimizada
¢ -1,04 -0,82 -0,04 -0,05
[0 0,79 19,17 -1,84 0,33
* (A) 0,0312 0,157 0,0203 0,0181

2, solvato DMF

3, DMF solvato

molécula B molécula C

Figura 4. 9. Superposi¢do molecular entre as moléculas do hibrido calixareno- pirazinamida otimizadas para

compostos 1 e 2. Em seguida a sobreposicéo das moléculas otimizadas B e C de 3.
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Trés das quatro moléculas de DMF cristalograficamente independentes sao
aprisionadas nas coroas por meio de contatos CH. . .t, como na forma solvatada de 2. No
entanto, diferentemente do 1 e 2, estas trés moléculas de DMF aprisionadas sao aceitadoras
de ligacao de hidrogénio intermolecular dos grupos amina de moléculas vizinhas da forma
cristalina 3 (Figura 4.10). Na forma cristalina 3, notou-se a inclusdo de trés das quatro
moléculas de DMF, independentes cristalograficamente, nas coroas. Este fendmeno ocorre
pormeio dos contatos CH...w, conforme ilustrado na Figura 4.9. Esta disposi¢do assemelha-
se a estrutura solvatada observada na forma cristalina 2. No entanto, na forma cristalina 3,
verifica-se que estas moléculas de DMF desempenham um papel de receptor para ligagdes
de hidrogénio intermoleculares do grupo amina originadas de moléculas vizinhas,
apresentando uma distingdo em relacdo ao solvato 2. Além disso, observou-se outra
particularidade notavel no empacotamento molecular da estrutura 3 e na estrutura de 1 a
presenca da conformagdo cauda-a-cauda, que surgiu do empilhamento do tipo =...w entre as
moléculas de pirazinamida (visto nas Figuras 4.11 e 4.12.b). Estas, por sua vez, mostram-
se coplanares as moléculas relacionadas centrossimétricas. Finalmente, as caracteristicas
intramoleculares se mostram comparaveis a forma solvatada com DMF 2, decorrentes dos
contatos do tipo CH...w, presentes em ambos os lados planares das moléculas (Figuras 4.8,
4.11e 4.12.c). Nestes casos, as interagdes CH. . .1 ajudam a estabilizar a orientacdo ¢ a
conformagdo das moléculas dentro da estrutura cristalina. A Figura 4.10 as ligacdes de
hidrogénio classicas observadas no composto 3 e as moléculas de DMF, juntamente com os
contatos tipo «...w entre as moléculas do mesmo composto, demonstram uma similaridade
com os contatos encontrados na forma cristalina ndo solvatada 1. As interagdes do tipo 7...w
e NH...O estdo representadas por linhas tracejadas. Os atomos doadores e receptores dessas
ligagdes de hidrogénio foram nomeados em sequéncia, de acordo com os valores das
interagdes medidas, que estdo listados na Tabela 1A (apéndice). A medida apresentada (em
A) refere-se a distancia Cg...Cg, em que Cg representa o centroide calculado a partir de seis
atomos do anel fenolico ou seis 4tomos de carbono da pirazina.

A disposicdo cristalina da forma cristalina 1 sélida ndo-solvatada ¢ marcada pela
formacgao de dimeros centrossimétricos nos quais as moléculas estdo profundamente auto-
incluidas na coroa uma da outra. Contatos CH...rn sdo estabelecidos entre uma unidade t-
butil de uma molécula e os quatro anéis fenolicos de outra, de maneira reciproca. Além

disso, duas ligacdes de hidrogénio intermoleculares classicas NH...O entre os grupos amina
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e carbonila das moléculas relacionadas centrossimetricamente atuam como ramificagdes

segurando-as lateralmente no dimero (4.12.a). O fenomeno de auto-inclusao ¢ evidente na
estrutura cristalina ndo solvatada 1, o qual também apresenta contatos =...w visto na Figura
4.11.a. O empilhamento do tipo =...t ocorre entre o anel substituinte da pirazina na borda
superior e a molécula fenil da borda inferior visto na Figura 4.11.b-c. Por outro lado, o DMF
esta profundamente inserido na coroa, também por meio de contatos CH...n (Figura 4.7).
Nesta forma solvatada 2, ligagdes de hidrogénio intermoleculares NH...O sdo formadas
entre as mesmas partes da forma cristalina ndo-solvatada 1. Contudo, moléculas
relacionadas pela simetria de translagdo sao mantidas em contato através desses contatos,
formando cadeias unidimensionais visto na Figura 4.11.d. Os contatos CH...w e os contatos
7...T sao responsaveis por conectar as moléculas nas estruturas cristalinas de 3 e as
moléculas solvatadas com DMF. As linhas tracejadas verdes representam os contatos CH...n
e m..m e as interagdes do tipo NH...O estdo destacadas com linhas tracejadas ciano. Os
atomos doadores e receptores dessas ligacdes de hidrogénio foram nomeados na ordem em
que os valores das interagdes foram calculados, conforme mostrado na Tabela 1A em
apéndice. Nos contatos do tipo CH...n e m...w, as distancias Cg...H e Cg...Cg foram indicadas
em angstrons. Aqui, Cg representa o centroide, calculado a partir dos seis atomos que
interagem com o anel aromatico. A Unica excecdo ¢ a Figura 4.11. c, onde o Cg € calculado

a partir dos dois carbonos ligados aos carbonos do fenil (Figura 4.11.d).

molécula B

| y |
molécula A "“;___/J 3,55

019™

molécula B

Figura 4. 10. O padrio de ligagdes de hidrogénio em 3 inclui contatos do tipo CH...n e m...n, NH...O que foram
representados por linhas tracejadas verde e ciano. A geometria dessas interagdes de ligagdo de hidrogénio,
encontradas nesta estrutura, é apresentada na Tabela 3.
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(d)

Figura 4. 11. a) O fenémeno de auto inclusdo apresentado na estrutura cristalina ndo solvatada de 1, no qual
apresenta também com contatos em 2,no qual apresentou-se também contatos ... (b) Em 1 o empilhamento
do tipo m... apresentou-se entre o substituinte anel da pirazina na coroa superior ¢ a molécula fenil da coroa.
(c) Os contatos CH...xw e (d) os contatos sdo responsaveis por conectar as moléculas das estruturas cristalinas
de 3 e as moléculas solvatadas com DMF. As linhas tracejadas verdes e ciano representam os contatos CH...w
e m...m e as intera¢des do tipo NH...O os atomos doadores e receptores foram nomeados em ordem no qual
foram calculados os valores das interagdes de ligagdes de hidrogénio apresentados na Tabela 1A. No qual os
contatos do tipo CH...w e 7...w contacts, as distancias Cg...H e Cg...Cg foram mostradas em angstrons, enquanto
Cg ¢ o centroide calculado através dos seis atomos que interagem com anel aromatico (excecao da figura (c),
enquanto o Cg foi calculado através de dois carbonos conectados aos carbonos do fenil).
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Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de excitagdo e emissdo de fotoluminescéncia das trés estruturas
cristalinas estudadas sdo ilustrados na Figura 4.12. Quando submetidas a um comprimento
de onda de excitacao de 388 nm, todas as trés estruturas exibiram uma emissao no intervalo
entre 400 nm e 550 nm (emissdes azuis e verdes). Os picos de emissao foram registrados
em 480 nm, 500 nm e 520 nm para 1-3, respectivamente. No entanto, o rendimento quantico
observado foi baixo, com valores de 0,4+0,1, 0,15+0,05 e 0,4+0,1, respectivamente Os
espectros de excitagdo ¢ emissdo de fotoluminescéncia referem-se as propriedades
opticas de um material. Quando uma amostra ¢ exposta a luz deum determinado
comprimento de onda, ela pode absorver essa luz e ser excitada para um estado energético
superior. Uma vez que a amostra relaxa de volta ao seu estado fundamental, ela emite luz,
um fendmeno conhecido como emissdo de fotoluminescéncia.Na Figura 4.12, trés estruturas
cristalinas sdo submetidas a um comprimento de onda de excitacdo de 388 nm, que
corresponde a energia que essas moléculas precisam para serem excitadas para um estado
energético superior. Apds a absor¢cdo dessa energia, as moléculas retornam ao estado
fundamental, emitindo luz de comprimentos de onda entre 400 nm e 550 nm. Este intervalo
de comprimentos de onda est4 no espectro de luz visivel que percebemos como luz azul e
verde. O rendimento quantico € uma medida da eficiéncia com que a absorc¢ao de luz resulta
na geragdo de luz de emissdao. Um rendimento quanticobaixo, como os valores observados
(0,4+0,1, 015+0,05 e 0,4+0,1), indica que apenas uma pequena fracdo da luz absorvida ¢
reemitida. A maioria da luz absorvida ¢ perdida através de outros processos, como a
conversao nao-radiativa de energia para o ambiente.

A complexidade estrutural da forma cristalina 3, apresenta trés conformagdes
diferentes, contribui para as transi¢des eletronicas que influenciam a similaridade entre os
espectros experimentais de excitagdo das trés estruturas cristalinas relatadas neste estudo.
Utilizando célculos TD-DFT, os espectros de excitagdo para ambas as conformagdes de 3
em suas duas estruturas cristalinas (incluindo a molécula com a inclusdo de DMF) foram
avaliados, como ilustrado na Figura 4.13. Em ambos os casos, varias transi¢des eletronicas
tedricas com energias comparaveis foram identificadas na regido de 320-380 nm,
explicando o amplo espectro de excitacdo experimental. As transi¢des eletronicas mais
robustas nesta regido estao associadas ao HOMO-1, LUMO e HOMO para LUMO+1 nas

conformagdes nao solvatadas 1 e nas conformagdes solvatadas com DMF 2,
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respectivamente. Tais transi¢des sdo centralizadas no anel fendlico substituido por
pirazinamida (HOMO-1e HOMO) ou nas moléculas de pirazinamida (LUMO e LUMO+1),
como esperado de acordo com o objetivo direcionado pela luminescéncia, conforme a Figura
4.13. Além disso, as variagdes de baixa frequéncia nos comprimentos de onda de emissao
maxima podem ser resultado tanto da auséncia de solventes na rede quanto da falta de
substituintes terc-butilicos nos anéis fendlicos em 3. A baixa eficiéncia pode ser atribuida
tanto ao efeito da inclusio de DMF quanto ao empilhamento do tipo =m...mw. Tais
interacdes sdo conhecidas por diminuir a fluorescéncia no estado solido, especialmente
quando as distincias de liga¢do estdo na faixa de 3,3-3,5 A. Os contatos do tipo m...w,
conforme demonstrado nas Figuras 4.12 e 4.13, apresentam distancias na faixa de 3,63 A e
3,52 A, respectivamente, o que significa que possuem for¢a suficiente para extinguir a

fotoluminscéncia.

......................................
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Figura 4. 12. Espectros de excitacdo (azul) e emissdo (vermelho) para estruturas cristalinas dos hibridos do
calixareno- pirazinamida que foram estudados.
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Essas interacdes, tanto a inclusdo do DMF quanto o empilhamento ..., podem ser
particularmente eficazes na reducao da fluorescéncia quando as distancias de ligagdo estdao
entre 3,3 e 3,5 A. Isso se deve ao fato de que tais distdncias sdo apropriadas para a
interacdo entre as nuvens de elétrons das moléculas envolvidas, potencializando a
transferéncia de energia ndo radiativa. Neste estudo, os contatos do tipo 7...m mostra dos
nas Figuras 4.12 e 4.13 tém distancias na faixa de 3,63 A e 3,52 A, respectivamente. Essas
distancias estao proximas o suficiente para que tais interagdes ocorram e tenham uma forga

suficiente para extinguir a fotoluminescéncia, ou seja, diminuir a emissdo de luz do

composto.
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Figura 4. 13. Os espectros de excitagdes TD-DFT (M06-2X/def2-TZVP) foram calculadospara o composto 1
para suas conformagdes encontradas nas estruturas cristalinas ndo solvatada (em preto) e composto 2 na
estrutura solvatada com DMF (em vermelho). Por ultimo, a molécula de DMF também foi considerada nos
célculos. Os orbitais molecularesque contribuem para as transi¢des eletronicas do calculo TD-DFT com
oscilador demais alta intensidade na regido de 320-380 nm dos espectros tedricos também foram representadas
(rotuladas com letras minusculas).
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5. Determinacao da forma cristalina 4

O calix[4]tubo com so6dio (MARTINS, 2016; ALVARENGA et al., 2019), em
estudos anteriores, ja havia sido co-cristalizado com uma molécula de benzotiazol. Neste
estudo, expandimos a aplicacdo do calix[4]tubo para um importante nutracéutico, o res-
veratrol. De forma, a buscar a viabilidade do calixareno como um possivel conformador
para a formag¢ao de novos co-cristais. Neste estudo, conseguimos superar o desafio de co-
cristalizar dois componentes nao solventes.

A estrutura cristalina 4 foi resolvida no grupo espacial Pbcn sistema cristalino
ortorrdmbico. A célula unitaria € composta por dois ions de sdédio com ion de sédio (Na2)
com ocupacdo de 50% e o outro ion (Nal) remanescente com ocupagdo 100% ,uma
molécula de CX4A parcialmente desprotonada e meia molécula de resveratrol, alémde trés
moléculas de DMF e duas moléculas de agua cristalograficamente independentes (Figura
4.14). A unidade assimétrica contém quatro hidrogénios do grupo carboxila, dosquais trés
apresentam ocupacdo de 50%, totalizando 1,5 cargas negativas liquidas. Essas cargas

negativas sao contrabalanceadas por 1,5 cargas positivas dos ions de sédio.
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Figura 4. 14. A estrutura do co-cristal composta por RES e calix[4]tubo. Atomos ndo- hidrogenéides foram
mostrados com elipsoides de 30% de probabilidade. Apenas os hidrogénios do OH foram descritos como
esferas de raio arbitrario. As linhas tracejadas ciano indicam as ligagdes de hidrogénio que envolvem grupos
carboxilicos (operador de simetria: i = -x,y,1/2-z ; ii = -X,-y,-Z ).
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Em relacdo a desordem encontrada na estrutura cristalina, pode-se observar a meia
ocupagdo do grupo carboxila, uma vez que estes estdo associados a outra molécula de CX4A
por simetria de eixo duplo. Neste caso, o operador de simetria (i = -X, y, 1/2-z) gera a outra
metade do ion sodio, ocupado a 50% (Na2), compartilhado entre as duas unidades CX4A
relacionadas pela simetria de eixo duplo. O padrao de desordem encontrado em CX4A ¢
compativel com a formacdo de ligagcdes de hidrogénio entre os grupos carboxilicos e
carboxilatos das diferentes unidades CX4A, formando um calix[4]areno, onde o hidrogénio
acido envolvido nesta interagdo pode ser alternado entre essas duas entidades.
Adicionalmente, identificou-se uma desordem na estrutura do resveratrol, onde os trés
grupos hidroxila possuem uma ocupagao de 50% na unidade assimétrica (O13ii, 014 ii, O15
ii ; operador de simetria ii = -X,-y,-z). Neste caso na estrutura cristalina o resveratrol devido
a desordem ¢ interpretado como uma média de moléculas sobrepostas através de seus atomos
de carbonos e hidrogénios CH, em que a porcao 3,5-dihidroxifenil de uma molécula ¢
sobreposta a por¢ao 4-hidroxifenil da outra.

Neste trabalho, descobriu-se que 0 CX4A, de forma analoga as estruturas cristalinas
do calix[4]tubo de s6dio ja relatadas por Martins (2016) e (Alvarenga et al., 2019), assume
uma conformagao conica. Esta estrutura posiciona os quatro anéis fenolicos acima do plano
basal, que ¢ formado pelos carbonos metilénicos que interconectam os anéis fenolicos. Essa
conformagdo apresenta uma coroa hidrofilica, constituida por um grupo metoxicarbonil que
interagem com ions de sodio, e a coroa hidrofobica, formada por anéis aromaticos.
Verificou-se que o ion de sodio presente na borda inferior de uma Unica unidade de CX4A
demonstra interacdes distintas (Figura 4.15.a). Notadamente, o &tomo de Nal, que interage
com sete atomos de oxigénio (O1, 03,04, 07,09, 010 e O11), apresenta uma coordenagao
heptacoordenada. Esta coordenacdo envolve quatro oxigénios fendlicos e trés carboxilicos,
organizados em uma estrutura ge-ométrica de prisma trigonal. Por outro lado, o ion de sddio
compartilhado entre as duas unidades de CX4A em um calix[4]tubo exibe uma coordenagao
hexacoordenada. Neste caso, o &tomo Na2 interage com seis atomos de oxigénio (O3, O9,
O11), relacionados aos trés oxigénios carboxilicos de cada unidade de CX4A. Estes se
organizam em uma estrutura geométrica de prisma trigonal, conforme ilustrado na Figura
4.15.b. Nas Tabelas A2 e A3 apresenta os valores dos comprimento as liga¢des (A) e angulos

(°) para calix[4]tubo com ions de sodio.

44



4. Resultados e discussao

Figura 4. 15. Calix[4]tubo presente no cocristal mostrando (a) estrutura do Calix[4]tubo (b) A estrutura do
Calix[4]tubo com oxigénio nomeados que ligam com os dois ions de sddio.

O calix[4]tubo apresenta um comprimento de 17,91 A e um didmetrode 8,77 A. Estas
medidas foram obtidas através do calculo da distancia entre os centroides dos dois atomos de
hidrogénio mais externos localizados na posicdo para dos anéis fenolicos (para o
comprimento), € a maior distancia entre os atomos de hidrogénio também situados na
posi¢do para dos anéis fenolicos (para o diametro). O empacotamento do co- cristal foi
arranjado por dois calix[4]tubo (CX4A) em camadas alternadas de resveratrol, enquanto as
moléculas de solvente (4gua e DMF) foram distribuidas sobre eles por meio de ligagdes de
hidrogénio com ambos os conformadores dos co-cristais. Na Figura 4.16 ilustra o
empacotamento do co-cristal mostrando o arranjo molecular em camadas alternadas de
moléculas de resveratrol e calix[4]tubo, enquanto que nas moléculas de agua e DMF
interagem em ambas as camadas foram omitidas para maior clareza. Na Erro! Fonte de r
eferéncia nio encontrada.l7 apresenta as interacdes de ligacdo de hidrogénio entre as
moléculasde solvente 4gua e DMF com as moléculas de resveratrol e o calixareno ao longo
da estrutura cristalina. A interagdo entre o resveratrol e o calix[4]tubo ¢ mediada por
contatos CH. . .me CH. .. O, onde o composto nutracéutico desempenha o papel de aceptor
(Figura 4.18). Na Tabela A2 apresenta os valores das principais interacdes de ligagdes de
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hidrogénio da foram cristalina 4. Esses contatos, embora mais fracos, foram também
fundamentais na formacdo do co-cristal precedente entre calix[4]tubo e benzotiazol
(Alvarenga et al., 2019), confirmando suaimportancia na estruturacao de co-cristais, apesar
de sua forga ser inferior a das ligagdes de hidrogénio classicas. E relevante destacar que as
cadeias de calix[4]tubo sdao quase perpendiculares entre si, apresentando um angulo de 72°

entre calix[4]tubos adjacentes intercalados por resveratrol (Figura 4.18).

Figura 4. 16. O empacotamento do co-cristal mostrando o arranjo molecular em camadas alternadas de

moléculas de resveratrol e calix[4]tubo, enquanto que nas moléculas de 4gua e DMF interagem em ambas as
camadas (foram omitidas para maior clareza).
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Figura 4. 17. O padréo de ligagdo de hidrogénio entre dois calix[4]tubos e as moléculas desolventes (dgua e
DMF) presentes no co-cristal com resveratrol.

Figura 4. 18.Calix[4]tubo e resveratrol interagem por interagdes do tipo CH... = ¢ CH... Oforam

representadas por linhas tracejadas.
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4.5.1 Espectroscopia Vibracional

O espectro do co-cristal mostrado na Figura 4.19 revela diversas caracteristicas
distintas relacionadas a sua estrutura molecular. O resveratrol apresentou picos em 3660,
3174-3291 cm™ (vOH, largo), 1606, 1589, 1535 e 1511 ecm™ (vc=c, grupo aromatico).
Notavelmente, a banda em 3470 cm™ indica vibragdo de estiramento OH (vOH, ampla),
sugerindo a presenca de grupos hidroxila ou mesmo moléculas de dgua. Além disso, as
bandas em 2930 cm™ e 2852 cm™ representam vibragdes de alongamento CH (vC-H,
ampla). E interessante notar que a banda em 1726 cm™ (ve=o0) revela a presenca de grupos
carbonila, especificamente derivados de acidos carboxilicos encontrados no calix[4]tubo. Além
disso, as bandas na banda co-cristal em 3470 cm™ indicam OH (vOH, largo), vibragdo de
alongamento, sugerindo a presenga de grupos hidroxila ou mesmo moléculas de 4gua.banda em

1660 cm™ (ve=o0) indica a presenca de 4cidos carboxilicos.

Cocristal

Calix[4]tubo
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Figura 4. 19. Espectro no infravermelho (KBr ) do resveratrol, calix[4]tubo e cocristral de resveratrol, com
calix[4]tubo.

48



4. Resultados e discussao

4.5.2 Analises Térmicas

O termograma TG do calix[4]tubo e do resveratrol mostra um evento endotér- mico

entre 50 e 100°C atribuido a eliminagdo de duas moléculas estruturais de agua, re- sultando

em uma perda de massa de 7%. A partir de 100°C, o termograma TG mostra umaredugao

continua de massa até 600°C, sugerindo a decomposi¢do progressiva do co-

cristal. Especificamente, por volta de 200°C, hd uma perda significativa de massa, totalizando

17,4%, indicando um estagio de decomposi¢ao mais pronunciado. No termograma DSC do

calix[4] tubo e do co-cristal de resveratrol, observa-se um evento endotérmico entre 89°Ce

100°C, atribuido a perda de agua. A caracteristica dominante do termograma DSC parao co-

cristal foi o evento exotérmico comecando em 180°C, associado a decomposicao térmica

(visto nas Figuras 4.20 e 4.21).

110 T T T T T T T T

100 -
920 <
~ B0
£ 03
o
o 70 - =T
& | P
60 -
50
40 4
100 200 300 400 500 600 700 600 900 1000
Temperatura (°C)
Figura 4. 20. O termograma TG do calix[4]tubo e do resveratrol.
P | Fluxo de calor (ng)l
-0,2 Texo
-
. —-06 ]
=2 4
= -08 - )
S _4104 /
5 1.0 ,ﬁ’j
© 12 "
b 1 N e tﬁx\ﬂ
= -1.4 \ N\ fi
T & \ / %
-1,6 - \ =
1 \ v
-1,8 S
—-2,0 - -

50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 4. 21. Gréfico de analise de DSC de fluxo de calor (W/g) versus temperatura.
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4.5.3 Solubilidade da forma cristalina
Seletividade

A avaliagdo da seletividade ¢ essencial para assegurar a capacidade do método
analitico de identificar e quantificar de forma incontestdvel o farmaco em meio a outros
compostos que possam estar presentes nas amostras. Neste contexto, a seletividade foi
testada individualmente para os analitos, resveratrol, CX4A, co-cristal e resveratrol e CX4A.
Os perfis de absor¢do para estes analitos, registrados em varios comprimentosde onda,
sdao mostrados na Figura 4.22. O comprimento de onda de 298 nm foi identificado como o

mais adequado, visto que proporcionou a maxima absorbancia para o co-cristal.

Linearidade

A curva de calibragdo construida para o Resveratrol (RESV), que correlaciona a
concentracdo e a absorbancia correspondente, apresentou uma relagdo linear representada
pela equagdo y = 0,1196x + 0,0087, com um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9999¢
coeficiente de correlagdo (r) de 0,9999 (Adicionalmente, todos os pontos desta curva tiveram
um coeficiente de varia¢do (CV) inferior a 5, demonstrando a precisdoadequada. Portanto, o
método exibiu linearidade satisfatoria na faixa de concentragdo de0,5 a 8,0g/mL para o

resveratrol visto na Figura 4.23.
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Figura 4. 22. Varredura na regido do ultravioleta de solugdes de Calix[4]tubo (Cx4A),resveratrol (R), co-
cristal , resveratrol e calix[4]tubo (R + C).
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Figura 4. 23. Curva analitica obtida pela analise espectrofotométrica de solugdes deRESV no intervalo
de 0,5 a 8 pg/mL. Diluente: etanol. Comprimento de onda: 298 nm.
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Precisao e Exatidao

A precisao do método foi avaliada na concentragao de 4,0 ug/mL, em sextu- plicata,

em dois dias distintos, sendo obtidos os coeficientes de variacdo inter e intradia (precisao

intermediaria). O método mostrou-se exato para essa concentragdo e todos os coeficientes

de variagao da precisao foram menores que 5. Nas Tabelas 4 ¢ 5 foram apresentados os valores

encontrados para precisdo (inter e intradia), respectivamente. A absor¢do médiavariou entre

0,495 ¢ 0,505, resultando em uma concentragdo real entre 4,07 ¢ 4,15 pg/mL.De acordo com

os resultados obtidos, 0 método mostrou-se preciso e exato.

Tabela 4. Precisdo do método analitico para a quantificagdo do resveratrol.

Concentracao tedrica Precisio Absorbancia Concentracio real vy (%)"
(ng/mL) (Média + DPR?) (ng/mL)
Interdia 1 0,495+ 0,011 4,07 +£0,10 2,35
4,0 Interdia 2 0,505+ 0,013 4,15+0,11 2,57
Intradia 0,500+ 0,013 4,11+0,11 2,56
aDesvio Padrio; ® Coeficiente de variacdo.
Tabela 5. Exatiddo do método analitico para a quantificacdo do resveratrol.
Concentragdo Concentragio real Média da Recuperacio Média da Cv
teodrica (ng/mL) concentracio real (%) Recupera (%)
(pg/mL) (ng/mL) ¢do (%) b
(Média + DPa)
0,51 102,51
0,5 0,51 0,51 £0,01 102,51 101,39 1,90
0,50 99,16
3,99 99,77
4,0 4,02 3,99 +£0,03 100,40 99,77 0,63
3,97 99,14
8,15 101,83
8,0 8,08 8,17+0,11 100,99 102,17 1,35
8,29 103,68

2 Desvio Padrio; ® Coeficiente de variagio.

Limite de Quantificacido (LQ) e Limite de Detecciao (LD)

Apo6s construcao de trés curvas (Figura 4.24) de calibragao construidas contendo

concentragdes do resveratrol proximas ao suposto limite de detec¢ao (0,5; 0,4; 0,3;0,2

e 0,1 ug/mL), foi possivel calcular os limites de deteccdo e quantificagdo segundo

preconizado por normas nacionais e internacionais. O LQ do método foi 0,16 pg/mL e oLD

foi de 0,05 pg/mL.
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Avaliac¢ao da solubilidade do resveratrol e co-cristal

A concentracdo do resveratrol no intervalo de 0,412 ug/mL a 0,496 ug/mL em etanol
indica que o resveratrol possui uma solubilidade limitada nesse solvente. Valores
relativamente baixos de concentragao sugerem que o resveratrol ndo se dissolve fa cilmente
em etanol nessas condi¢des experimentais. Por outro lado, a concentracdo do co-cristal no
intervalo de 1,457 ug/mL a 1,708 ug/mL em etanol indica que o co-cristal ¢ mais soluvel
neste solvente do que o resveratrol. Os valores mais altos de concentracdo sugerem uma
maior solubilidade do co-cristal em etanol nas condigdes experimentais uti-lizadas. Portanto,
com base nessas observagoes, pode-se dizer que o co-cristal apresenta uma solubilidade

superior ao resveratrol no etanol nessas condigdes experimentais espe-cificas.
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Figura 4. 24. Curvas analiticas obtidas pela analise espectrofotométrica de solu¢des de RESV com
concentragdes proximas ao suposto limite de detecgdo (intervalo de 0,1 a 0,5pug/mL). Diluente: etanol.
Comprimento de onda: 298 nm.

A solubilidade ¢ a capacidade de uma substancia se dissolver em um solvente. No
caso do co-cristal e do resveratrol, a solubilidade do co-cristal € superior a do resveratrol na
agua. A maior solubilidade do co-cristal na agua pode ser atribuida ao processo de
empacotamento dos calix[4]tubos CX4A, conforme mencionado anteriormente. A estrutura
do co-cristal, com as moléculas de resveratrol organizadas em camadas alternadas entre os
calix[4]tubos, pode favorecer interacdes mais fortes entre as moléculas de resveratrol e as
moléculas de agua.

Essas interagdes podem ocorrer por meio de ligagdes de hidrogénio, que sao forcas
atrativas entre o hidrogénio de uma molécula (agua) e atomos eletronegativos (como o
oxigeénio presente no resveratrol). Essas ligagdes de hidrogénio facilitam a dissolug¢do do
co-cristal na 4gua, resultando em uma maior solubilidade. Uma maior solubilidade do co-
cristal na dgua ¢é relevante para a biodisponibilidade da substancia, quese refere a quantidade
e velocidade com que uma substancia ¢ absorvida pelo organismo apds a administragao.
Uma maior solubilidade geralmente estd associada a uma melhor biodisponibilidade, pois
uma maior quantidade da substancia ¢ dissolvida e disponivel para ser absorvida pelo trato
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gastrointestinal. Assim, a maior solubilidade do co-cristal em relagdo ao resveratrol na
agua pode contribuir para uma melhor biodisponibilidade do resveratrol quando
administrado na forma de co-cristal. Isso significa que o co-cristal pode apresentar
vantagens em termos de absorcdo e aproveitamento da substdncia pelo organismo.
Solubilidade ¢ a capacidade de uma substancia se dissolver em um solvente. No caso do co-
cristal e do resveratrol, a solubilidade do co-cristal ¢ superior a do resveratrol em agua. A
maior solubilidade do co-cristal em dgua pode ser atribuida ao processo de empacotamento
dos calix[4]tubo - CX4A, conforme mencionado anteriormente. A estrutura do co-cristal,
com moléculas de resveratrol organizadas em camadas alternadas entre os calix[4] tubos,
pode favorece interagdes mais fortes entre as moléculas de resveratrol e as moléculas de
agua. Apos o teste de solubilidade, a amostra de co-cristal foi centrifugada e secada para
recuperar a amostra. Em seguida, foi realizada uma difracdo de Raios-X em p6 (PXRD)
para caracterizar e avaliar a composi¢do do co-cristal e resveratrol (cddigo referéncia

DAGON) visto na Figura 4.25.
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Figura 4. 25. Os padrdes de Difragdo de Raios-X em p6 (XRPD) de amostras de co- cristal, calix[4]tubo e
resveratrol apos testes de solubilidade foram obtidos usando um difractometro Shimadzu XRD-6000 sob as
seguintes condi¢des: temperatura ambiente (298 K), radiagdo CuKoa ( o= 0,15418 nm) gerada a 40 kV e 30
mA, modo de varredura continua -2 com taxa de varredura de 1,000°/min, passo de aquisi¢ao de 0,020°, fendas
de divergéncia e espalhamento ajustadas em 1.000°, e largura de fenda de 0,300 mm.
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No estudo, foram examinados difratogramas de resveratrol puro e calixareno puro
para estabelecer seus padrdes caracteristicos. O difratograma de resveratrol puro exibiu
picos correspondentes a sua estrutura cristalina, permitindo uma identifica¢do clara. Da
mesma forma, o difratograma de calixareno puro foi indicativo de sua natureza cristalina.
Notavelmente, no difratograma do co-cristal, observamos picos correspondentestanto ao
resveratrol quanto ao calixareno. Esse resultado sugere a inclusdo do resveratrol dentro da
estrutura do calixareno. A coexisténcia de picos de ambos os compostos no mesmo
difratograma fornece evidéncias convincentes de sua interagdo e apoia a conclusdode que o
resveratrol foi encapsulado com sucesso dentro da estrutura do calixareno.

Este tipo de analise ¢ fundamental para confirmar a formagdo de co-cristais para
entender a natureza da intera¢do entre os componentes. A presenca de picos caracteristicos
de ambos os componentes indica ndo apenas a presenga fisica de ambos no mesmo material,
mas também sugere uma possivel interagcdo supramolecular que mantém os dois compostos
juntos na forma de co-cristal. Estes achados sdo essenciais para aplicagdes em areas como
a farmacéutica, onde co-cristais podem ser usados para modificar as propriedades fisicas e
quimicas de substancias ativas, melhorando a sua solubilidade, estabilidade e

biodisponibilidade.
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Neste estudo, foram sintetizados e elucidados a estrutura cristalina de dois hibridos
de pirazinamida-calixareno. A substitui¢do com pirazinamida ocorreu na borda superior,
especificamente em dois anéis fenolicos alternados no calixareno de quatro unidades
fenolicas. Um dos dois derivados apresentava o grupo t-butil nos outros dois anéis fenoélicos,
também na borda superior, enquanto o outro tinha hidrogénio no lugar do grupo -C(CH3)3.
Este padrao de substituigdo molecular impactou na conformagdo da coroa, estando
relacionado a planos médios de pirazinamida-fenil mais inclinados na auséncia de t-butil.
Além disso, trés conformadores foram encontrados na forma cristalinasolvatada com DMF
sem grupos t-butil, enquanto apenas um foi encontrado tanto nas formas cristalinas nao
solvatadas quanto nas solvatadas com DMF que continham - C(CH3)s.

O padrao de coplanaridade entre a pirazinamida e seu anel fenilico ligado e o padrao
de rotagdo deste substituinte na ligacdo N-C que os une mudaram entreos trés
conformadores do derivado sem t-butil e entre aqueles que compdem as duas formas
cristalinas do outro composto. Além disso, otimizagdes completas por DFTdos
compostos hibridos e do DMF aprisionado permitiram acompanhar os padrdes
conformacionais encontrados no estado sélido.

As trés formas cristalinas apresentaram fotoluminescéncia centrada em cerca de500
nm, e seus espectros de excitacdo estavam de acordo com os espectros TD-DFT. Noentanto,
suas taxas de conversdo de luz foram insignificantes e principalmente extintas por fortes
interacdes 7...w observadas em seu empacotamento cristalino. O aprisionamento do solvente
na coroa, uma caracteristica intermolecular marcante presente em todasas moléculas das
duas formas solvatadas com DMF relatadas aqui, também pode ser responsavel por abrogar
o rendimento quantico da fotoluminescéncia.

A sintese de co-cristais de resveratrol com calix[4]tubo foi realizada com sucesso,
mostrando potencial comercial. Nossos métodos teoricos forneceram aproximagdes das
energias para as interagdes intermoleculares dentro do co-cristal. Além disso, esses métodos
sugerem potencial no uso de calix[4]tubos como hospedeiros para outros compostos
bioativos. As moléculas de ingrediente farmacéutico ativo, com estruturas semelhantes ao
resveratrol, parecem ser abordagens vidveis para melhorar o desempenho e introduzir novas

formas soélidas de liberacdo controlada. Na forma cristalina da combinagao calix[4]tubo-

55



5. Conclusao e perspectivas

resveratrol, observamos um aumento na solubilidade do resveratrol no co-cristal em
comparag¢do com sua forma pura em agua.

Essa maior solubilidade pode ser atribuida a estrutura cristalina especifica do co-
cristal e as ligacdo de hidrogénio que ocorre no empacotamento cristalino. O arranjo dentro
do co-cristal, onde as moléculas de resveratrol estdo organizado em camadas alternadas com
calix[4]tubos, pode levar a interacdes mais fortes entre o resveratrol e poderia elevar a
biodisponibilidade do resveratrol, apresentando vantagens na absorc¢do e assimilacdo pelo
organismo com liberacao do co-cristal.

Os calixarenos, devido as suas propriedades quimicas Unicas, tém potencial para
aplicagdes em alimentos e produtos farmacéuticos. Contudo, a obtencdo do status GRAS
(Reconhecido Geralmente como Seguro) para esses usos depende de avaliagdes detalhadas
de seguranca e eficacia. Embora apresentem possibilidades inovadoras, é necessario realizar
mais pesquisas para entender completamente suas propriedades, seguranca e eficacia em
aplicagdes praticas. Além disso, qualquer uso de calixarenos em produtos consumiveis
exigirad uma rigorosa avaliagdo de seguranca e deve atender as regulamentagdes especificas,
que variam conforme a regido e o tipo de aplicacao.

Como perspectiva, a formagdo de co-cristais através de complexos de inclusdo,
combinada com o estudo de mecanismos de reconhecimento supramolecular, abre caminhos
para o emprego desta classe de compostos para aumentar a biodisponibilidade de moléculas
especificas. Esses insights ttm o potencial de trazer avancos em areas como maior
biodisponibilidade, liberacdo eficiente de compostos e sinergia farmacologica. Os
resultados ressaltam a importancia e o potencial da quimica supramolecular para o

refinamento de novos materiais e ingredientes nutracéuticos.
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APENDICE A

Apéndice

Tabela A 1. Geometria das principais intera¢des intermoleculares na estrutura cristalina dos compostos 1,

2¢e3.
Estrutura Cristalina Ligacio de D-H/A H...A/A D...A/A  D-H...A/°
Hidrogénio
1, ndo solvatado 02-H2...04 0,82 1,92 2,735(4) 174
05-H50...01 0,82 2,04 2,781(4) 151
N4-H4A...03 0,86 2,15 2,969(4) 159
2, solvato DMF 02-H2...1 0,82 2,10 2,790 (4) 141
O5-H5A..4 0,82 1,97 2,686(4) 145
NI1-HI1...06 0,86 2,41 3,111(5) 139
3, solvato DMF 02-H2...01 0,82 2,04 2,770(6) 148
05-H5...04 0,82 1,98 2,786(7) 167
08-H8...07 0,82 1,96 2,728(4) 156
O11-H11A...010 0,82 1,98 2,712(4) 149
014-H14J...013 0,82 2,04 2,784(8) 152
O17-H17A...016 0,82 2,05 2,807(6) 153
N1-HI...019 0,86 2,34 3,099(9) 148
N4-H4...020 0,86 2,22 3,016(9) 154
N10-H10...022 0,86 2,03 2,853(7) 161
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Tabela A 2. Geometria das principais interagdes intermoleculares na estrutura cristalina de 4.

D—H--A D—H () H-A (A) DA (A) D—H--A
Cocristal
C7-H7BCgl 0,97 3,46 3,713(1) 127
C9-H9A--Cg2 0,97 3.53 4,283(1) 161
O5A-H5a+017 0,82 1,82 2,638(7) 175
O12-H12a--012A 0,82 1,66 2,408(5) 150
0O13-H13A-+016 0,82 1,87 2,61(1) 150
014-H14--016 0,82 2,06 2,800(1) 151
015-H15+019 0,82 1,88 2,700(1) 173
019-H19A:-016 0,86 2,13 2,901(9) 149
019-H19A:--020 0,99 1,98 2,840(1) 145
020-H19A+08 1,03 1.92 2,780(1) 139
020-H19A--018 0,94 2,31 2,710(2) 117
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Tabela A 3. Geometria das principais intera¢des intermoleculares no cocrystal RES- calix[4]tube.

Distancia (A) Angulo (°)

Na;-O; 2,378(3) 01-Na;-Os 68,6 04-Na1-Oo 94,1
Na-Os 2,429(4) 01-Na;-O4 80,9 04-Na1-O10 136,6
Na;-O4 2,528(4) 0,-Na,-O; 133,4 04-Nai-O11 157,1
Na;-0; 2,384(3) 01-Na;-Os 152,2 07-Nai-Os 70,4
Naj-Oo 2,307(4) 01-Na;-O1o 83,2 07-Nai-Org 85,7
Nai-Oio 2,403(3) 0:1-Na;-Op 100,1 07-Na;-O11 1159
Na;-Opy 2,507(4) 03-Na;-O4 89,6 09-Nai-O1o 117,1
Nay-O3 2,549(3) 03-Na;-0; 149,9 09-Nai-O11 74,3
Naz-O9 2,418(4) 03-Na;-Og 84,0 010-Na;-Oy; 65,8
Na;-O1; 2,418(4) 03-Na;-O1o 121,1 03-Nay-03 144,4
03-Nai-On 69,8 03-Naz-O9 91,8

04-Nai-O7 76,9 03-Naz-On1 141,3

09-Naz-O11 128,9
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Apéndice A

A.1 Sinteses dos calixarenos 1 e 3

Os calixarenos pirazinamidas foram preparados seguindo uma rota sintética
especifica, que ¢ descrita no Esquema 1. reagdo de nitragdo e redugdo subsequente resultou
no intermediario 4 O processo de sintese comega com o p-terc-butilcalix[4]areno, que ¢
tratado com 1-bromobutano e carbonato de potassio, na presenga de iodeto de potéassio. A
reacdo de nitragdo e redugdo subsequente resultou no intermediario 4. Este intermediario €
entdo submetido a uma reacdo de acoplamento com acido carboxilico pirazino usando o
reagente de acoplamento do tipo PyBOP, resultando no composto 1 com 11 de rendimento.
O composto 3 ¢ obtido da mesma forma, com rendimento de 6, apdés uma reagdo de
alquilagdo de 1. A mesma sequéncia de etapas ¢ seguida para obter ocomposto 1. Os

compostos 1 e 3 foram descritos pelo estudo (Alvarenga, 2022).

A.1.1 Sintese de 5,17-di-terc-butil-11,23-di-pirazine-2-carboxamida-

25,27- dibutoxicalix|4]areno:

Em um balao de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 346 mg (0,509 mmol)
do composto 4, 190 mg (1,53 mmol) de acido pirazino carboxilico ¢ 20 mL de
dimetilformamida seca (DMF). O sistema reacional foi fechado e agitado em atmosfera de
argdbnio. Em seguida, adicionou-se 833 mg (1,60 mmol) de hexafluorofosfato de
benzotriazol-1- iloxitripirrolidinofosfonio (Pybop®), seguido de 301 puL (1,73 mmol) de
N,N- diisopropiletilamina (DIPEA). A reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 72 horas, sendo monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando hexano/acetato de etila na propor¢ao de 1:1 como eluentes. No final da reagdo,foi
realizada uma extracdo liquido-liquido com trés vezes 50 mL de cloroférmio. A fase
organica foi seca com solugdo saturada de carbonato de sodio anidro e concentrada em um
rota-evaporador. O solido foi recristalizado a partir de uma mistura acetato etilico’hexano5:1,

sob agitacdo em banho de gelo por 20 minutos, obtendo 300 mg do produto final.

66



Apéndice A

A.1.2 Sintese do 11,23-di-pirazina-2-carboxamida-25,27-di butoxi-

calix[4]areno

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 350 mg (0,62 mmol)
do 11,23-diamina-25,27-dibutoxicalix[4]areno, 230 mg (1,85 mmol) de pirazina éacido
carboxilico e 20 mL de dimetilformamida anidra. O sistema foi fechado, colo- cado sob
agitacdo e mantido em atmosfera de argdnio. Em seguida, adicionou-se 1,0 g (1,94 mmol)
de hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfénio (Pybop®) seguindo-se
da adig@o de 364 L (2,09 mmol) de N, N-diisopropiletilamina (DIPEA). A reagao foi agitada
a temperatura ambiente por vinte e quatro horas, sendo monitorada por CCD, utilizando-se
como eluentes hexano/acetato de etila 1:2. No final da reacgdo, foi realizada uma extracao
liquido-liquido com trés vezes de 50 mL de cloroféormio. A fase orgénica foi lavada trés
vezes com 50 mL de solugdo saturada de carbonato de sodio e duas vezes com 50 mL de
agua. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e concentrada em um rota-
evaporador. O solido foi recristalizado com etanol, sob agitacdo em banho de gelo por uma
hora, obtendo-se 415mg do 11,23-di-pirazina-2-  carboxamida-  25,27-di

butoxicalix[4]areno.

67



Apéndice A

A.1.3. Sintese da obtencao dos compostos
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Esquema 1..Sintese dos compostos 5, 8, 9 e 10. vi,xi) K2CO3, KI, n-BuBr, MeCN, refluxo;Sintese dos compostos
5, 8, 9 e 10. vi,xi) K2CO3, KI, n-BuBr, MeCN, refluxo;vii, xii) HOAc/HNO3, CH2CI2 , t.a; viii,xiii) N2H4.H20,
Pd/C, EtOH, refluxo; ix,xiv) Acido pirazindico, N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato (Pybop), DMF, t.a. x) AICI3, fenol, tolueno, t.a.
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