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Introduccion

1. INTRODUCCION

Dentro de la quimica organica moderna se han desarrollado numerosos
compuestos entre los cuales destacan por sus caracteristicas los calixpirroles, que
caben dentro de los macrociclos mas estudiados durante este ultimo siglo debido a su
utilidad en la quimica supramolecular y sus multiples aplicaciones. Asi también se
destaca como el desafio que ha representado la sintesis de estos a partir de sus
analogos los calixarenos; en y lo exitosos que son como receptores de las especies
anionicas, iones metalicos y sustratos neutros' para el reconocimiento molecular.
Gracias a estas caracteristicas presentan numerosas aplicaciones como sensores
opticos, agentes transportadores de aniones, detectores electroquimicos, colorimétricos
y sensores de fluorescencia. Recientemente se han utilizado como catalizadores en
diversas reacciones, en la separacion de medicamentos y en la separacion selectiva y
la preconcentracion de Ag*y TI*.2 Todos estos estudios han despertado el interés de su
obtencién pura en altos rendimientos, compitiendo en este ambito con las porfirinas y

los éteres corona ilustrados en la Figura 1.1, a) y b) respectivamente.

a) b) M

@) O

C 9
o/

(&3]

Figura 1.1 Estructuras de: a) Una porfirina. b) Un éter corona.

Los calixpirroles son macrociclos que consisten en anillos de pirroles enlazados

entre si en las posiciones 2 y 5 por &tomos de carbono con hibridacién sp®y son el
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L ol -

producto de la condensacion del pirrol y acetonas. Se clasifican de acuerdo al nimero
de unidades que conforman su estructura. Se denominan calix[n]pirroles, donde n es el

namero de unidades pirrélicas y siempre es = 4 siendo favorecida la formacion del calix.

(3)

Figura 1.2 Estructura del meso-octametil calix[4]pirrol (1).

Los calixpirroles son reconocedores de aniones y estos juegan un papel muy
importante dentro de los procesos biologicos ya que se cree que en un 70% de los
procesos enzimaticos estan involucrados con este fenémeno supramolecular.® En el
presente trabajo se abordaran dos compuestos de interés biolégico que actian dentro
del organismo como especies ionicas en forma de clorhidratos: el ciprofloxacino y la

histamina.

Desde la antigiiedad el hombre ha tratado de descubrir las causas que dan lugar
a las enfermedades y cémo erradicarlas. En esta busqueda se ha logrado obtener

antibiéticos que permiten tratar en gran medida las infecciones mas comunes.

Actualmente las quinolonas son de los agentes antimicrobianos mas utilizados,
entre los que destacan el ciprofloxacino, levofloxacino y ofloxacino. El ciprofloxacino, ha
sido muy utilizado en la clinica terapéutica por presentar mayor espectro de actividad,

con microorganismos Gram positivos y Gram negativos.*
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HNOS A
b) c) O
| N N N N
HO HaC N_) O CH,

(O] (6)

Figura 1.3 Estructuras de: a) Ciprofloxacino. b) Ofloxacino. ¢) Levofloxacino.

Por otra parte, la histamina es un mediador importante de los procesos
inflamatorios, se forma por la descarboxilacion del aminoacido histidina, mediante la
accion de la enzima descarboxilasa L-histidina (Esquema 1). La célula cebada es el
sitio predominante de almacenamiento de la histamina en casi todos los tejidos; la
concentracion de esta sustancia es particularmente grande en tejidos que contienen
gran numero de dichas células, como piel y mucosa del arbol bronquial y de las vias

intestinales.*
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- —
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OH
— NH,
HNVN )
L- histidina
l histidina descarboxilasa
NH
HN/V\/ 2
\:N 8
Histamina . . .
diamino oxidasa \hlstamlna N- metiltransferasa
(histaminasa)
@]
= H N__N
- Z 10
HN.__N ' (10)
9) N-metilhistamina
amino oxidasa
v (MAO)
imidazol- 4- &cido acético
imidazol- 4-acido acético ribosomal 1- metilimidazol-4-acido acético
Esquema 1. Ruta de biosintesis y catabolismo de la histamina (11).
- —




Introduccion

L ol -

Este trabajo estudia el reconocimiento de los calix[n]pirroles frente a los
clorhidratos de histamina y ciprofloxacino, asi como de ciprofloxacino libre de
clorhidrato por RMN *H. Lo anterior con el fin de aportar las bases que pueden generar
a sensores oOpticos o nanoesponjas. Cabe sefalar que es de particular interés la
deteccion de antibidticos en productos alimenticios por razones de salud. De esta
manera este trabajo se visualiza el uso practico de los calixpirroles; y también se
describe por primera vez el estudio de acomplejamiento del meso-octametilcalix[4]pirrol
(3), tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) y tetraespirociclohexilcalix[5S]pirrol (25) y se

evalGia su Ka mediante RMN H.

En este trabajo se estudia el reconocimiento de los calix[n]pirroles frente a los
clorhidratos de histamina y ciprofloxacino, asi como de -ciprofloxacino libre de
clorhidrato por RMN *H. Lo anterior con el fin de aportar las bases que pueden generar
a sensores oOpticos o nanoesponjas. Cabe sefalar que es de particular interés la
deteccion de antibidticos en productos alimenticios por razones de salud. De esta
manera se visualiza, en esta tesis, el uso practico de los calixpirroles en la
determinacién cualitativa de los compuestos de interés biolégico clorhidrato de
histamina, un importante mediador del proceso inflamatorio, y ciprofloxacino. Para tal
fin, se describe, por primera vez, el estudio de acomplejamiento del meso-
octametilcalix[4]pirrol 3), tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) y
tetraespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) frente a ambos compuestos mediante titulaciones
por RMN 'H. Se espera que los resultados puedan ser aprovechados para uso practico

en muestras biologicas o de alimentos como productos cérnicos entre otros.
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2. ANTECEDENTES.
2.1 Calix[n]pirroles como receptores de aniones.

Los calixpirroles fueron sintetizados por primera vez en 1886 por Bayer
mediante la condensacion de pirrol y acetona en presencia de acido clorhidrico, siendo
el octametilcalix[4]pirrol el primer calix descrito.® El descubrimiento de Bayer no fue, en
su momento, mas alla de la sintesis de un nuevo compuesto que llevé décadas conocer
Su estructura con precision. Fue hasta finales del siglo pasado que se desperté el
interés de muchos investigares en los calixpirroles debido al reconocimiento del
macrociclo por aniones, dando pauta a nuevas aplicaciones de los calixpirroles como

sensores opticos, agentes transportadores de aniones, detectores electroquimicos, etc.

0.3
N ) —
(12) (13)

©)
Esquema 2. Sintesis de calix[4]pirrol tipica (3).

En 1998, Gale, Sessler y Kral® se encargaron de realizar estudios y describir las
propiedades del acomplejamiento de calix[4]pirroles con aniones debido a que en
estudios anteriores realizaron la descripcion de las safraninas, siendo estas muy
similares a los calix[4]pirroles ya que son porfirinas pentapirrolicas expandidas (Figura
2.1), y debido a su estructura son excelentes reconocedores de aniones cuando se
encuentran desprotonadas, reconociendo especialmente al flior, aunque también

interactdan con los aniones cloruro, bromuro, yoduro, monofosfato y bisulfato.
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(13)

Figura 2.1 Estructura de una porfirina expandida pentapirrolica (20).

Gale y colaboradores demostraron que el meso-octametilcalix[4]pirrol y el meso-
tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol son selectivos en una proporcion 1:1 calix-anion. La
preferencia del acomplejamiento fue muy marcada por el ion fluoruro sobre los demas
aniones explorados. En ambos casos, la estructura de rayos X de los complejos con
flior y cloro revel6 que el ligando de meso-octametilcalix[4]pirrol adopta una
conformaciéon de cono en el estado sélido, ya que los cuatro protones NH del pirrol
pueden formar puentes de hidrégeno con el halégeno.’

Las constantes de afinidad (Ka's) fueron determinadas mediante titulaciones por

RMN H en CD,Cl, a 298 K, utilizando los aniones en su forma de sales de BusN".
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Tabla 2.1 Valores de Ka (M-1) de los complejos formados con sales de TBA y meso-octametilcalix[4]pirrol
0 meso-tetraespirociclohexil calix[4]pirrol.

Ka (M") en CD,Cl,

Anion meso-octametilcalix[4]pirrol meso-tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol

350 (+5.5) 117 (+4.0)

<10

HSO, <10 *N.D

*N.D No determinada

Figura 2.2 Estructura de Rayos X de: a) Complejo de cloruro del compuesto meso-octametilcalix[4]pirrol
3)y b) complejo de fluoruro del compuesto tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24).
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Los calix[4]pirroles pueden adoptar 4 diferentes conformaciones: cono,

cono parcial, 1-2 alternada y 1-3 alternada (Figura 2.3).2

WA\
N b
H
a}Cono
/
A YA
N
H
¢) 1.2-Atemada d) 1 3-Alternada

Figura 2.3 Representacién de las cuatro posibles conformaciones de los Calix[4]pirroles.

La conformacion 1-3 alternada es la mas estable y experimentalmente de

menor energia, debido a que los pirroles se encuentran orientados arriba-abajo-arriba-

abajo relativo a un plano perpendicular imaginario, & lo que es corroborado por anélisis

cristalografico de rayos X en la Figura 2.4.°
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Figura 2.4 Cristalografia de rayos X del Calix[4]pirrol (3).

El grupo de Floriani'® observé que estos compuestos pueden actuar como
receptores especificos de aniones. La formacion de un complejo anién-calixpirrol es
acompafada por un cambio drastico en la conformacion del macrociclo que pasa de 1-3

alternada a conformacién de cono.
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Cloruro

Figura 2.5 Conformacién del calix[4]pirrol.

Aunque los calixpirroles méas estudiados son los calix[4]pirroles, debido a su
facilidad de sintesis entre otros aspectos, también han llamado la atencion los

calixpirroles superiores. En el afio 2000 Cafeo y col.,"

sintetizaron y describieron el
acomplejamiento del dodecametilcalix[6]pirrol con iones halogenuro aportando las
estructuras de rayos X de los complejos formados con sales de BusN*Cl"y BusN'Br. La
difraccion de rayos X mostré que el macrociclo encapsula al i6n halogenuro en su
cavidad a través de seis puentes de hidrégeno N-H---X, donde X es el halogenuro. El
calix[6]pirrol alberga a los aniones dentro de su cavidad, a diferencia de lo que ocurre
con los calix[4]pirroles que interaccionan con el halogenuro fuera de ésta a través de

Unicamente cuatro puentes de hidrégeno.

Las constantes de afinidad fueron determinadas mediante titulaciones por RMN
'H en CD,Cl, a 298 K y los aniones fueron adicionados en concentraciones de 0.1 M en
su forma de sales de BusN" a soluciones 10 mm del receptor también disuelto en
CD.Cl,.

11
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Figura 2.6 Vista plana de una estructura de rayos X de un complejo 1:1 formado entre el
compuesto dodecametilcalix[6]pirrol y Cl y/o Br.

Una vez obtenidos los calix[4] y calix[6]pirroles resultaba bastante atractivo
sintetizar el correspondiente calix[5]pirrol. Sin embargo, estd estructura bastante
escurridiza fue sintetizada por Cafeo a partir del calix[5]furano determinando también
las constantes de estabilidad frente a aniones y permitiendo comparar los datos
obtenidos con los de su analogo (1). Las titulaciones en CD,Cl, saturado con D,O
(0.18% v/v) demostraron, contrario a lo esperado, que el tamafio del macrociclo y la
interaccién con el aniébn no estan relacionados con la afinidad por éste ya que la
interaccion del calix[5] fue mucho menor que la del calix[4], presentando una menor

afinidad respecto al calix[6]. Los resultados se muestran en la Tabla 2.2."?

12
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14 000 + 821 M* 2 700 + 201 M*

Tabla 2.2. Valores de Ka (M'l) para TBA-Cl y TBA-Br de los complejos formados con
meso-octametilcalix[4]pirrol (3) y meso-decametilcalix[5]pirrol (26).

Cafeo también realizé mezclas 1:1 C[4]-C[5] para comparar la afinidad de cada uno
de los macrociclos por el i6n cloruro en forma de sal de TBA mediante titulacion por

RMN *H corroborando los datos obtenidos de los ensayos aislados (Figura 2.7).

13
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Figura 2.7 Experimento competitivo de calix[4]pirrol (1) y calix[5]pirrol (22) [1:1] con CITBA en CD,Cl, a
295,15 K.
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Por otra parte Gale realizo un estudio de las interacciones de halogenuros y el ion
nitrato con el meso-octametilcalix[4]pirrol (3). Mediante titulaciones en RMN 'H de
soluciones de (3) y (26) en CD,Cl, se concluy6 que al cambiar la naturaleza del anién
se produce un efecto importante en la constante de estabilidad calculada con el ion

cloruro y el ion bromuro.™

Las titulaciones con cloruro y bromuro del 1-etil-3-metilimidazol (EMIM), 1-butil-3-
metilimidazol (BMIM) y N-etilpiridinio (EtPy) se compararon con los datos existentes del
bromuro y cloruro de TBA. Los resultados obtenidos para ambos aniones demostraron
que las constantes se incrementaban en el siguiente orden: TBA < EMIM < BMIM<
EtPy.

Las Tablas 2. 3 y 2.4 muestran las diferentes constantes para el cloruro y

el bromuro respectivamente en sus diferentes sales.

Tabla 2.3. Datos de titulacién del meso-octametilcalix[4]pirrol (1) con distintas sales
organicas de cloruro. Titulaciones realizadas a 300 K en CD,Cl,. Errores estimados en <15%.
Realizado a 295 K.
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TBABr 10

EMIMBr 200
BMIMBr 280
EtPyBr 1180

Tabla 2. 4. Datos de titulacion del meso-octametil calix[4]pirrol (1) con distintas sales organicas
de bromuro.® Titulaciones realizadas a 300 K en CD,Cl,. Errores estimados en <15%.

Las titulaciones fueron realizadas en CD,Cl, y en solucion acuosa con 0.5% de
DMSO-ds sin observar cambios importantes en la afinidad del anion por el receptor en
las diferentes sales del mismo halogenuro. Agregando diferentes equivalentes del
respectivo anién, obtuvo un conjunto de espectros en los que las sefiales del NH
pirrélico se desplazan a campo bajo en diferente medida dependiendo del cation

involucrado. (Figura 2.8).

o \

D el S N

(a)

R B e L o e T LA e o o e Y LA A B e e e o e e o o
115 11.0 10,5 10,0 2.3 2.0 8.3 8.0 T 7.9 6.5 0.0 NN

Figura 2.8. Imagen de espectros superpuestos de RMN ‘H en CD,Cl, de: a ) meso-
octametilcalix[4]pirrol (1); b) meso-octametil calix[4]pirrol (1) + 1 eq. Cloruro de EMIM; c¢) tetrafluoroborato
de EMIM; d) cloruro de EMIM. Desplazamiento quimico en ppm.
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El interés en la obtencién de los calixpirroles, dio como resultado la sintesis de
analogos los cuales también se estudiados como reconocedores de aniones y entre los
que destacan aquellos sustituidos con metilos, ciclohexilos, etilos, propilos,
ciclopropilos, ciclopentilos, diversos fenilos e incluso adamantilos entre muchos otros.
Los calix[4]pirroles han sido obtenidos mediante el uso de diferentes catalizadores
destacando asi los &cidos de Brgnsted-Lowry, como acido clorhidrico o acido
metansulfonico, o acido de Lewis como zeolitas con aluminio o cobalto, BF3;Et,O y sales

de Bismuto I11.1417

Con el uso de estas sales, se describid una nueva metodologia de sintesis de
calix[4]pirroles en el afio 2008 por Chacén y col., a partir de cetonas como acetona,
ciclohexanona, ciclopentanona, 3- pentanona y metilfenilcetona entre otras, Lo
novedoso e importante fue el de acidos de Lewis en catalisis principalmente se
utilizaron sales de bismuto Il como triflato, cloruro, yoduro, fosfato nitrato (Esquema 3)

obteniendo rendimientos de hasta 94%, tempos de reaccién relativamente cortos."”

H = R1 = -CH3 po
R= Ry = -CHy-CHa 4
R = -CHj R; = -CgHs

R= Ry = -CgHs

Esquema 3. Sintesis de los calix[4] empleando sales de bismuto como catalizadores.

17
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La consecuencia de este trabajo de investigacion fue que el uso de Bi(NO3)3

permitié describir, en un trabajo inmediato posterior, por primera vez la sintesis directa

del meso-decametil calix[5]pirrol considerado hasta entonces como un producto que no

se podria sintetizar al menos de manera directa. Como consecuencia, se describio y se

corrobord que los calix[5]pirroles pueden ser sintetizados de manera directa mediante la

obtencion del meso- pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol y como parte del estudio se llevo

a cabo la obtencion de las constantes de afinidad (Ka’s) frente a los iones F', CI'y Br en

su forma de sales de tetrabutilamonio (TBA) mediante titulaciones por RMN de 'H en

CD.Cl, a 298 K. El incremento de los desplazamientos quimicos del NH pirrélico con

respecto a la adicién de anion se ilustra en la Gréafica 2.1."8
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Grafica 2.1 Titulacion por RMN de 'H de C[5] 11 frente a F-, Cl- y Br- en CD,Cl, a 298 K.
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Las Ka’s se obtuvieron en proporcion 1:1 C[5]-anién utilizando el modelo
de WInEQNMR. Los resultados se resumen en la Tabla 2.5.

Anién 1 4 5
F 17,170 3,600 1,130
Ccr 350 117 225
Br’ 10 N.D 61

N.D No determinada

Tabla 2.5 Comparacioén de las Ka’s (M-l) determinadas en CD,Cl, a 298 °K.

En el 2011, Leyva, Chacén y Mejia, realizaron la sintesis de calix[4]pirroles de
cavidad profunda funcionalizados con azidas (Figura 2.9) como parte de su estudio, se
llevd a cabo la evaluacion como receptores de aniones, observando que la interacciéon
con el anion fue con solo 2 protones del NH del pirrol, evitando que la estructura
alcance una conformacion de cono. Se evaluaron las constantes de afinidad del meso-
octametilcalix[4]pirrol y del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol con los iones cloruro,
bromuro y ioduro en CsDsN, debido a que los compuestos sintetizados no eran solubles

en los disolventes organicos comdnmente utilizados por titulaciones en RMN *H."°
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Figura 2.9. Calix[4]pirrol de cavidad profunda funcionalizado con azidas.

Tabla 2.6. Ka’s del compuesto 23 con TBA-CIl en CDCls.

1.33266 2151

De estos ultimos resultados queda claro que la piridina incrementa la capacidad
de reconocimiento de aniones y hasta nuestro conocimiento no hay ningun reporte de
estabilidad de calixpirroles-anion en este disolvente. Este es el antecedente escencial

gue se utilizé como una parte importante de esta tesis y sera retomado adelante.
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2.2 Histamina.

La histamina es un mediador importante en la respuesta inflamatoria. Algunos aspectos

historicos relevantes se describen a continuacion:

Sintetizada por primera vez.

Estimulaban a diversos musculos lisos, ademas de tener

intenso efecto vasopresor.

Aislan a la histamina del higado y pulmones

Se plantea que después de estimulos nerviosos, incluida la
reaccion antigeno anticuerpo, se liberaba una sustancia
con las propiedades de la histamina a la cual le

denominaron sustancia H.

Descubren los receptores H; que se en encuentran
principalmente en musculo liso de intestinos, pulmones y

vasos sanguineos.

Descubren los receptores H, que se encuentran
principalmente en las células parietales géstricas y utero.

Tabla 2.7. Aspectos histéricos de la histamina.
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2.2.1 Estructura, Conformacion y equilibrio prototrépico de la histamina.

La histamina también es quimicamente llamada 1H-imidazol-4-etanamina o 2-
(imidazol-4-yl) etilamina existe en dos formas tautomeéricas, las cuales no han sido
separadas, presentandose preferentemente el tautomero N3z-H; sin embargo en su
molécula neutra prevalece el tautomero Ni-H. Cuando la histamina esta completamente
protonada se encuentra en forma de dicatibn a un pH =7.4, en un 96% como
monocatién; y a un pH= 5.8 como dicatién en un 71.5%.%°

HN R\ @
CH2CH2NH3 |\ CH2CH2NH3
N tautomero N;-H tautomero N-H
H @ (16)

Figura 2.10 Tautomeria del anillo de imidazol.

El monocation de la histamina forma un enlace de hidrogeno intramolecular entre

el grupo amino de la cadena lateral y un nitrdgeno del anillo del imidazol.

22



Antecedentes

®
CH,CH,NH3
o=
HNV%')HZ
/ o a”n \\ ®
CH,CH,NH; CH,CH,NH3
HN\7N (18) # (19) N%/%IH
“ CH,CH,N3 CH;CHoN3
/_< (20) (21) N o NH

/
CD\

Esquema 4. Equilibrio tautémero y i6nico entre las especies de histamina (8).

Es importante conocer el comportamiento acido-base de la histamina pues
esta es activa y comercialmente disponible como clorhidrato. Se sabe que el nitrogeno
mas &cido es el amino primario y que su protonacion esta relacionada con su actividad.
Como se menciono anteriormente, los calixpirroles son reconocedores de aniones como
el cloruro, siendo éste en la histamina un blanco excelente de reconocimiento por estos
macrociclos. Asi, dependera de las condiciones del pH que el reconocimiento sea por el

contraidn del amino o de la histamina.
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N
96.6 28.5
1 3x 107
2.5x107" 1x10™*

Tabla 2.8 Porcentajes moleculares de las especies de histamina (8).

2.3. Ciprofloxacino.

El ciprofloxacino es un agente antimicrobiano completamente sintético, que
pertenece al grupo de las quinolonas, siendo estructuras biciclicas heteroatémicas,
constituidas por un nucleo de piridona funcionalizada con un &cido carboxilico y
fusionada a un anillo aromético.

La primera quinolona utilizada clinicamente, el acido nalidixico se introdujo al
mercado en el afio 1962, ' Algunos aspectos histéricos de las fluoroquinolonas se

resumen en la Tabla 2.4.

Figura 2.11 Estructura de ciprofloxacino.
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Obtiene 80 compuestos quinolénicos, entre ellos la
cloroquina.

Aparecen nuevos compuestos como; el cinoxacino,
miloxacino y el acido nalidixico conformando asi la
primera generacion de quinolonas.
Introduccién de nuevos radicales en la quinolona dan

lugar al ciprofloxacino y ofloxacino entre otros.

Grepafloxacino, Levofloxacino y Gatifloxacino.

Gemifloxacino, Garenoxacino y Nadifloxacino.

Tabla 2.9. Aspectos histéricos de las fluoroquinolonas

Como todos los antibidticos, se ha abusado del uso de fluoroquinolonas
tanto en humanos como en animales. En pequenas cantidades en productos
carnicos, estos compuestos pueden contribuir a la multirresistencia a farmacos,
reacciones alérgicas en quien las consume e incluso a intoxicaciones por ingesta
prolongada. No hay métodos de deteccion rapida de antibioticos u otros agentes
xenobidticos en alimentos por lo que se tiene que recurrir a estrategias como
HPLC, GC u otras, las cuales son caras y de dificil acceso. La tecnologia de los
alimentos ha llevado a generar algunas alternativas, tales como los envases
inteligentes que en su superficie interna cuentan con algun tipo de sensor que

permite visualizar, por algun cambio de coloracion, la presencia de agentes

i
'J
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guimicos no deseados como productos de descomposicién. La introducciéon de
sensores que detecten agentes xenobioticos indeseados como antibiéticos
mediante cambios apreciables es parte de la tecnologia que no esta muy lejana
a nuestras necesidades actuales. En este sentido los calixpirroles puede ayudar
considerablemente como en el caso de estudio de esta tesis, reconociendo

fluoroquinolonas.

Hay una gran cantidad de estudios de acomplejamiento de calix[n]pirroles con
diferentes sales, sin embargo no existe hasta nuestro conocimiento, ningun
estudio de acomplejamiento ni tampoco de evaluacion de Ka clorhidrato de

ciprofloxacino e histamina.




Hipotesis

3. HIPOTESIS

Los calixpirroles pueden reconocer de manera eficiente al ciprofloxacino y a la
histamina, cuando éstos se encuentran en forma de clorhidrato, y su interaccion puede
ser cuantificada posibilitando el uso de dichos macrociclos para la deteccion de

ciprofloxacino o utilizar la histamina como organocatalizador.




4. OBJETIVOS.
4.1 Objetivo general.

Realizar estudios de reconocimiento de aniones de los calix[n]pirroles empleando

clorhidrato de ciprofloxacino (4) vy clorhidrato de histamina (8).

4.2 Objetivos especificos.

4.2.1 Realizar estudios de reconocimiento de clorhidrato de ciprofloxacino (4) con
los calix[n]pirroles (3,24 y 25) en DMSO Y CsHsN mediante titulaciones por
RMN 'H.

4.2.2 Realizar estudios de reconocimiento de diclorhidrato de histamina (8) con los

calix[n]pirroles (3, 24 y 25) en DMSO Y CsHsN mediante titulaciones por RMN *H.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Métodos generales.
El material empleado en el laboratorio durante el desarrollo experimental,
particularmente el referente a espectroscopia, fue lavado antes de ser utilizado, se

limpidé con acetona y fue secado en la estufa por al menos 24 horas.

Los reactivos utilizados para la sintesis son de la marca Sigma-Aldrich. El
pirrol empleado para la sintesis de los calixpirroles no fue destilado antes de su uso. La
ciclohexanona y la acetona tampoco fueron destiladas. El éter etilico empleado en la
obtencion del pentaespirociclohexil calix[5]pirrol es grado reactivo, asi como la acetona

utilizada en los lavados del mismo producto.

Los espectros de RMN de *H se obtuvieron con un equipo Varian Mercury Plus
de 200 MHz y/o 400 MHz empleando CsHsN y DMSO como disolventes y TMS como
referencia interna. Los desplazamientos quimicos & estan reportados en partes por

millén.
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5.2 Sintesis del meso-octametilcalix[4]pirrol (3)

/ \ . O Bi(NO,),
P =

RT
(12) (13)
©)

En un matraz balén de 10 ml se colocaron 100 mg de pirrol en 3 ml de la cetona
correspondiente, la mezcla se dejé en agitacion y se agregaron 75 mg de Bi (NO3)s.
5H,0.

Al finalizar el tiempo de reacciéon (0.5 h. para le compuesto 3) el catalizador fue
eliminado por filtracién, se lavdo con CH.CI, y el filtrado se evapord a temperatura
ambiente. Los componentes del crudo se prepararon por cromatografia en columna
utilizando silica gel y Hexano:AcOEt como eluyente (95:5)."? La caracterizacion de los
productos fue por RMN de 'H. Para el compuesto 3, RMN de *H (200 MHz, CsDsN) &:
8.81 (s, 4H), 5.90-5.91 (d, J = 2.6 Hz, 8H), 1.65 (s, 24H)
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5.3 Sintesis del tetraespirocliclohexilcalix[4]pirrol (24).

o = 0
[/ \5 Bi(NO,),
+ N —
H 60°C
(23) (12) , A
(24)

En un matraz balén de 10 ml se colocaron 100 mg de pirrol en 3 ml de la cetona
correspondiente, la mezcla se puso en agitacion y se agregaron 75 mg de Bi (NO3)s.
5H,0.

Al finalizar el tiempo de reaccion (0.5 h. para le compuesto 24) el catalizador se
elimina por filtracién, se lavé con CH,Cl, y el filtrado se evapor6 a temperatura
ambiente. Los componentes del crudo se prepararon por cromatografia en columna
utilizando silica gel y Hexano:AcOEt como eluyente (95:5) ."? La caracterizacion fue *H
NMR (400 MHz, CsDsN) & 8.74 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.58 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 6.01 (s,
5H), 5.70 (s, 1H), 5.16 (s, 5H), 3.63 (s, 1H), 2.18 (s, 8H), 2.01 (s, 4H), 1.61 (s, 12H),
1.38 (s, 7H).
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5.4 Sintesis del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25)

] BN ‘
ij . @ Bi(NO;),
H 60°C ’
(@3) 12 I

(25)

En la obtencién de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) se sometieron a reaccionar
ciclohexanona, pirrol y Bi(NO3)s pulverizado en agitacion a T.A, en el momento en que
se aprecia el comienzo de formacion de subproductos se neutralizo con H20 destilada,
y se lavo con agua destilada, el ultimo lavado fue cristalino e incoloro. La fase organica
se secO con Na2S04 anhidrido., luego se filtr6 y se evaporo con vacio. Una vez seco,
el producto se lavo con éter etilico frio, obteniendo un precipitado café palido, se filtr6 y
se dejé secar; luego se lavdé con acetona y por ultimo se evaporo el exceso de
disolvente con vacio obteniendo a si el calix[5]pirrol."® RMN *H (400 MHz, CDCl3) 1.429
(s, 30 H), 1.862 (s, 20 H), 5.80 (s, 10 H), 7.18 (s, 5 H).
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5.5 Obtencion del ciprofloxacino

O O
| OH

TS

F

El Ciprofloxacino (4) se obtuvé a partir de un producto comercial para lo cual se
trituré una tableta de clorhidrato de Ciprofloxacino monohidratado equivalente a 500mg,
hasta obtener un polvo fino y se colocé en un vaso de precipitado con 10 ml de agua
destilada. Se sometio a agitacién por 30 min con la finalidad de disolver la sal y se dej6
en reposo hasta precipitacion del excipiente. La mezcla se filtré y se obtuvo una
solucién clara a la cual se agreg6 gota a gota una solucion de CH3;ONa/CH3;OH hasta
que se observé un precipitado color blanco.? El precipitado se filtré y se dejé secar a
temperatura ambiente, obteniendo asi el ciprofloxacino. La caracterizacion fue por
RMN *H (400 MHz, DMSO) & 8.64 (s, 6H), 7.87 (d, J = 13.6 Hz, 6H), 7.52 (d, J = 7.5 Hz,
6H), 3.66 (d, J = 130.6 Hz, 9H), 3.47 — 3.16 (m, 215H), 3.16 — 3.09 (m, 3H), 2.89 (s,
25H), 2.49 (dt, J = 3.7, 1.8 Hz, 21H), 1.27 (t, J = 17.2 Hz, 14H), 1.17 (s, 11H).
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5.6 Titulacion por RMN 'H del meso-octametilcalix[4]pirrol (3) con diclorhidrato

de histamina (8).

Se prepard una solucion 0.01 M del meso-octametilcalix[4]pirrol (3) en CsHsN.
Después, conforme se obtenian los espectros de RMN se adicionaron los diferentes
equivalentes molares de 0, 0.1, 0.2, 0.45, 0.453, 0.5, 0.51, 0.57 del clorhidrato de

histamina (8) en la solucién. (1:1%22)

5.7 Titulacion por RMN 'H del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con

clorhidrato de ciprofloxacino (4) y diclorhidrato de histamina (8).

5.7.1 Titulacién de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con clorhidrato de

ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica.

Se prepararon soluciones 0.01 M de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol en CsHsN y
en DMSO. Posteriormente se disolvieron los diferentes equivalentes del clorhidrato de
ciprofloxacino (4) en las soluciones 24, conservando siempre una solucion del

clorhidrato de ciprofloxaciono y tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol como referencia.

En la Tabla 5.1 resumen los distintos equivalentes empleados en los disolventes.

Tabla 5.1. Equivalentes de clorhidrato de ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica
adicionados a la solucion del tetraespirociclocalix[4]pirrol (24) en DMSO y CsHsN.

0 1.777 2.25 2.666 2.823
0 0.085 0.163 0.351 0.44




Parte experimental

e o
- T

5.7.2 Titulacion de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con Ciprofloxacino (4)

“libre”.

Se prepararon soluciones 0.01 M de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) en
CsHsN. Se disolvieron los diferentes equivalentes del ciprofloxacino (4) “libre” en la
solucion de 24, conservando siempre una solucion del ciprofloxacino libre vy

tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol como referencia.

En la Tabla 5.2 se resumen los distintos equivalentes molares empleados con los

disolventes.

Tabla 5.2. Equivalentes de clorhidrato de ciprofloxacino (4) “libre” adicionados a la
solucion del tetraespirociclocalix[4]pirrol (24) en CsHsN.

- 0 0.0271 01018  0.3831  1.2995

5.7.3 Titulacidon de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con diclorhidrato de

histamina (8).

Se prepararon soluciones 0.01 M de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) en
CsHsN y en DMSO. Se disolvieron los diferentes equivalentes del clorhidrato de
histamina (8) en la soluciéon de 24, conservando siempre una solucion del diclorhidrato
de histamina y tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol como referencia.

En la Tabla 5.3 se resumen los distintos equivalentes empleados con los

respectivos disolventes.
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Tabla 5.3. Equivalentes de diclorhidrato de histamina adicionados a la solucién del
tetraespirociclocalix[4]pirrol (24) en DMSO y CsHsN.

0 0.136 2.98

0 0.005 0.014

5.8 Titulacion por RMN 'H del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con

clorhidrato de ciprofloxacino (4) y diclorhidrato de histamina (8).

5.8.1 Titulacién de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con clorhidrato de

ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica.

Se prepararon soluciones 0.01 M de pentaespirociclohexilcalix[5S]pirrol (25) en
CsHsN y en DMSO. Se disolvieron los diferentes equivalentes del clorhidrato de
ciprofloxacino (4) en la solucion 25, conservando siempre una solucion del clorhidrato

de ciprofloxacino y pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) como referencia.

La Tabla 5.4 resume los equivalentes empleados con los disolventes.
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Tabla 5.4. Equivalentes de diclorhidrato de ciprofloxacino (4) adicionados a la soluciéon
del pentaespirociclocalix[5]pirrol (25) en DMSO y CsHgN.

0.259 0.352 0.331

5.8.2 Titulacién de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con ciprofloxacino (4)

“libre”.

Se prepararon soluciones 0.01 M de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) en

CsHsN. Posteriormente se disolvieron los diferentes equivalentes del clorhidrato de

ciprofloxacino (4) en la solucion 25, conservando siempre una solucion del clorhidrato

de ciprofloxaciono y pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) como referencia.

La Tabla 5.5 resume los distintos equivalentes empleados con los distintos

disolventes.

Tabla 5.5. Equivalentes de ciprofloxacino (4) “libre” adicionados a la solucién del
pentaespirociclocalix[5]pirrol (25) en CsHsN.
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5.8.3 Titulaciéon de p entaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con diclorhidrato de

histamina (8).

Se prepararon soluciones 0.01 M del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) en
CsHsN y en DMSO. Posteriormente se disolvieron los diferentes equivalentes del
clorhidrato de histamina (8) en la solucion de 25, conservando siempre una solucion del

diclorhidrato de histamina y pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) como referencia.

La Tabla 5.7 resume los equivalentes empleados con los diferentes disolventes.

Tabla 5.6. Equivalentes de diclorhidrato de histamina (8) adicionados a la solucién del
pentaespirociclohexilcalix[4]pirrol (25) en DMSO y CsHsN.

0 0.06 1.2666 2.7801

- 0 0.006 0.044 0.114




Discusion y resultados

g e

L ol -

6. DISCUSION Y RESULTADOS.
6.1 Acomplejamiento de los calix[n]pirroles 3, 24 y 25 en clorhidrato de

ciprofloxacino (4) e histamina (8).

Como se mencion6 en los antecedentes, la principal aplicacién de los
calixpirroles esta relacionada a su capacidad de reconocimiento anionico y por la
misma razon sigue habiendo interés de encontrar nuevas estructuras analogas
que sean selectivas hacia aniones de importancia. Por esta razén ha despertado
el interés de conocer si los calix[n]pirroles extendidos (n> 4) mantienen la
capacidad de reconocer iones de manera mas especifica. Asi mismo, no se ha
explorado el reconocimiento de los calixpirroles ya existentes con aniones unidos
a estructuras mucho mas grandes y que tengan actividad biolégica relevante, lo
cual seria importante en la terapéutica. Por esta razon se efectuaron ensayos
para determinar el reconocimiento de los compuestos 3, 24 y 25 con los
clorhidratos de ciprofloxacino e histamina, ya que hasta el momento no existen
reportes del estudio de acomplejamientos con estos compuestos. Para ello se
plante6 estudio del acomplejamiento en diferentes disolventes como CsHsN y
DMSO para efectos de comparacion. Los estudios de acomplejamiento se
llevaron a cabo por RMN de 'H de acuerdo a los métodos estandarizados

12,13,23

descritos en la bibliografia variando los equivalentes del anion adicionados

a una solucion 0.01 M de calixpirrol.
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Primeramente se realizaron pruebas de solubilidad en solventes orgénicos
utilizados en el laboratorio, para poder determinar las condiciones favorables para el
acomplejamiento debido a que los ensayos por RMN son en solucién y no siempre es
soluble el complejo o el sustrato mismo. En las Tablas 6.1, 6.2, 6.3 y 6.4 se muestra la

solubilidad de cada uno de los aniones y calixpirroles.

Tabla 6.1. Pruebas de solubilidad de clorhidrato de ciprofloxacino (4) en forma farmacéutica T.A.

Acetato de etilo Insoluble DMSO Soluble
Acetona Insoluble Etanol Insoluble
Acetonitrilo Insoluble Eter Insoluble
CCl, Insoluble H.O Insoluble
Cloroformo Insoluble Metanol Insoluble
Diclorometano Insoluble THF Insoluble
S Parcialmente S Parcialmente
soluble soluble
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Tabla 6.2. Pruebas de solubilidad diclorhidrato de histamina (8) T.A.

Cloroformo Parcialmente Acetona Soluble
soluble
Diclorometano Insoluble Acetonitrilo Insoluble
Alcohol etilico Soluble Metanol Soluble
Ciclohexanona Insoluble Tetrahidrifur Insoluble
ano
DMSO Parcialmente Etilenglicol Insoluble
soluble dietil éter
H,O Soluble




Discusion y resultados

Tabla 6.3. Pruebas de solubilidad del Tetraespirociclohexcilcalix[4]pirrol (24) T.A
Acetato de Soluble DMSO Soluble
etilo
Acetona Soluble Etanol Parcialmente
soluble
Acetonitrilo Insoluble Eter Soluble
CCl, Soluble H,O Insoluble
Cloroformo Soluble Metanol Insoluble
Diclorometano Soluble THF Soluble
DMF Soluble Tolueno Soluble
Tabla 6.4. Pruebas de solubilidad de Pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) T.A.
Cloroformo Soluble Acetona Parcialmente
soluble
Diclorometano Soluble Acetonitrilo Insoluble
Alcohol etilico Insoluble Metanol Soluble
Ciclohexanona Soluble Tetrahidrifurano Soluble
DMSO Soluble Etilenglicol dietil Soluble
éter
H.O Insoluble
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6.2 Titulacion por RMN 'H del meso-octametilcalix[4]pirrol (3) con diclorhidrato de
histamina (8) en CsHsN.

Las pruebas de solubilidad tienen doble fin. EI mas importante es determinar que
disolvente se utilizara para el estudio y el segundo es para conocer disolventes en los
que se podrian hacer pruebas colorimétricas en el supuesto de que exista interaccion
entre el calixpirrol y el sustrato. Asi, para las pruebas de titulacion algunos disolventes
como el acetato de etilo queda descartado debido a que conseguirlos deuterados es
costoso y en ocasiones inaccesible. Con la experiencia de nuestro grupo de trabajo,
consideramos utilizar la CsHsN y el DMSO por ser, ademas de accesibles, disolventes
ya explorados para este fin y poder contar con un punto de comparacién de datos una
vez realizada la titulacion. La piridina particularmente, fue descrita recientemente por
nuestro laboratorio, como buen disolvente en el reconocimiento calixpirrol-anion dando
lugar a constantes de reconocimiento altas (mayores de 100 000). Este dato resulta
atractivo para ser estudiado a profundidad y en sustratos de interés biolégico como el

que aqui se describe.?

En la Figura 6.1 se muestra el apilamiento de espectros de RMN *H a diferentes
concentraciones de diclorhidrato de histamina (8) y de calixpirrol constante. La sefial de
referencia que se desplaza con el incremento de concentracién de anién es la del NH
del calixpirrol, misma que alcanza un maximo cuando la concentracion de anion es 0.5
equivalentes molares; a partir del cual aparece una nueva sefal en aproximadamente

9.3 ppm.
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cr

NH Pirrol
0.572 eq. v v K Lo
0.518 eq. .4 r8
0.502 eq. jv: \ k ﬂ r7
0.453 eq. / \ J A 6
v
0.452 eq. g L I Fs
0.290 eq. v | J Fa
0.108 eq. C[4]-Histamina v ) -3
Histamina N r2
[V
0 eq. Octametilcalix[4]pirrol N J r1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 118 116 114 11.2 11.0 10.8 10.6 104 10.2 10.0 9.8f (9.6 ) 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72
1 (ppm

Figura 6.1. Espectros de RMN de H para la titulacién del meso-octametilcalix[4]pirrol (3) con
diclorhidrato de histamina (8) en CsDsN .

6.3 Titulacion de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) ¢ on clorhidratod e

ciprofloxacino (4) y diclorhidrato de histamina (8).

6.3.1 Titulacion de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con clorhidratod e

ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica en CsDsN.

En la Figura 6.2 e muestra el apilamiento de espectros de RMN 'H a diferentes
concentraciones de clorhidrato de ciprofloxacino (4) y de calixpirrol constante. La sefial
de referencia que se desplaza con el incremento de concentracion de anion es la del
NH del calixpirrol, misma que desaparece al alcanzar 0.44 equivalentes, por tanto la

solubilidad de este compuesto no es confiable para este estudio sin embargo se

e o
- T

44



Discusion y resultados

L ol -

demuestra que existe interaccion entre el clorhidrato de ciprofloxacino y el
tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol, sin embargo no es posible corroborarla mediante estos
experimentos.

cr

0.812 eq. ) 4 +}
0.741 eq. \ A J H
T
JAX

A

e
J

\
T
-
o

0.520 eq.

0.440 eq.

=
L

0.444 eq. v . -y W
0.351 eq. LJ\ v . J\ I Ls
0.263 eq. v . ) Lﬁu L“‘
0.163 eq. L
: A JUINE
0.085 eq. -Ci
C[4]-Cipro ) \ 4 Lkz
0 eq. Tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol JLK Ly
13.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5
f1 (ppm)

Figura 6.2. Espectros de RMN de H para la titulacion del
tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con clorhidrato de ciprofloxacino (4) en su forma

farmacéutica en CsDsN.
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6.3.2 Titulacion de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con ciprofloxacino
“libre” en CsDsN.

En lo que respecta a la titulacion de ciprofloxacino (4) “libre” en CsDsN, esta solo
esta solo se llevo a cabo en 4 ensayos debido a que no se observé desplazamiento
alguno de las sefiales de los protones del NH pirrélico aun cuando se adicionaron a la
solucién mas de 2 equivalentes molares. Esto puede deberse a que la interaccion que
debe ser con el carboxilato el tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) no es capaz de
realizar el reconocimiento por medio de los NH pirrélicos seguramente por factores

estéricos.

1.2995 eq. F5

0.3831 eq.

0.1018eq.

0.027%ed. c4]-Cipro Libre

0eq. Tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol

L R G

T T T T T
11.0 10.6 10.2 98 96 94 92 9.0 88 8.6f1(8.4 )8.2 80 78 76 74 72 7.0 68 66 64 62 6.0 58 56
ppm

Figura 6.3. Espectros de RMN 'H para la titulacion del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con

ciprofloxacino(4) “libre” en CsDsN.
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6.3.3 Titulaciéon de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) ¢ on diclorhidrato de
histamina (8) en DMSO.

En la Figura 6.5 se muestra el apilamiento de espectros de RMN 'H a diferentes
concentraciones de clorhidrato de histamina (8) y de calixpirrol constante. La sefal de
referencia que se desplaza con el incremento de concentracion de anion es la del NH
del calixpirrol EI reconocimiento por el anién es apreciable, desde la adicion de 0.14
equivalentes molares de diclorhidrato de histamina, no solamente por el desplazamiento
de la sefial del NH sino ademas por el cambio en el patron de sefales de los
ciclohexilos cerca de 2 ppm y que son indicativos de una conformacién anclada del
tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24).8 Conforme se incrementa la concentracién del

1" también se ven

anion las sefales correspondientes a los protones del imidazo
desplazados hacia campos mas bajos lo cual confirma que no solamente el calixpirrol
reconoce al diclorhidrato de histamina si no que el reconocimiento es de dos moléculas
de calixpirrol por una de histamina seguramente reconociendo cada macrociclo a un

clorhidrato de los dos presentes en la histamina.
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J
e

4.2993 eq.

3.8383 eq.
2.8779 eq.
2.6190 eq.

2.1587 eq. ﬁ
N
I\
N
J\
A

1.6140 eq.

1.1851 eq.
0.9227 eq.
0.4571 eq.

0.1777 eq.

0.1441 eq.C[4]-Histamina A A —
0 eq. Tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol A

12.0 115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5
f1 (ppm)

Figura 6.4. Espectros de RMN H para la titulacion del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con

diclorhidrato de histamina (8) en DMSO.

6.3.4 Titulacion de tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con diclorhidrato de

histamina (8) en CsDsN.

En lo que respecta a la titulacion del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) frente
al diclorhidrato de histamina (8) en piridina este se realizé Unicamente en 5 ensayos. Al
incrementar la cantidad de diclorhidrato en la titulacion, las sefiales del NH pirrdlico a
concentraciones muy pequefas no se observa desplazamiento alguno de ella) al llegar
a la cantidad de 0.033 equivalentes del anion la sefiales se desplazadan a campo alto,

lo que indica que la interaccion existente entre el calix y el anion es lenta aunque no es
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posible detectar ambas sefiales en las concentraciones exploradas y se tendria
que explorar un intervalo entre 0.005 y 0.014 equivalentes molares para
determinar la constante de equilibrio.

NH;
HN/\/\/ ’ Ci
\— NH"
of , g}

Pyr Pyr

H H
0.062eq. D & l Jyr M i
0.047 eq. v \ L N Le
0.033 eq. v J v l bs
0.014 eq. v | L4
0.005 eq. C[4]-Histamina JLL | 5

Histami L L
istamina . I L )
0 eq. Tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol _Ju\ 1 JL b1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.4 13.0 12,6 122 11.8 11.4 11.0 10.6 10.2 9.8 9.4 9.0 8.6 8.2 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0

f1 (ppm)

Figura 6.5. Espectros de RMN 'H para la titulacion del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol
(24) con diclorhidrato de histamina (8) en CsDsN.

6.4 Titulacion por RMN 'H del pe ntaespirociclohexilcalix[5]pirrol (5) con

clorhidrato de ciprofloxacino (4) y diclorhidrato de histamina(8).

6.4.1 Titulacion de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con clorhidrato de

ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica en DMSO.

Para las sefial de los NH pirrolicos del calix el desplazamiento que se presenta

es minimo pese a que se adicionaron 3.720 equivalentes del anion, los protones del

e o
- T

49



Discusion y resultados

v - -

ciclohexil no se presentan ningun cambio en su conformacion y el desplazamiento de
los NH pirrélicos no es tan favorecido como se esperaba pese a que existe una
interaccion, no se puede fiar para poder determinar una constante en base a RMN *H
debido a que al adicionar el anion este precipita, por esta razén no es posible

determinar una constante en base a estos datos experimentales.

‘ OH

cr

3.720 eq. v J‘ r9
2.844 eq. v ) '
2.382 eq. v J ) r7
1.090 eq. v B L6
1.809 eq. v ) J I
0.727 eq. v J _M A B
0.054eq.  C[5]-CIPRO v | I R H3
Ciprofloxacino L r2
0 eq. Pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol _‘_! ri

22 a8 e o 106 102 98 96 (gggm)g‘.z S0 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66

Figura 6.6. Espectros de RMN *H para la titulacién del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con
clorhidrato de ciprofloxacino (4) en DMSO.
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6.4.2 Titulacion de pentae spirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con clorhidratod e

ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica en CsDsN.

En la Figura 6.8 que respecta a la titulacion de ciprofloxacino (4) “libre” en
CsDsN, esta solo se llevd a cabo en 4 ensayos debido a que no se observo
desplazamiento favorable de la sefial de los protones del NH pirrélico. Aun cuando pese
a que se adicionaron a la solucibn mas de 0.3315 equivalentes molares del anién,
desafortunadamente después de esta cantidad precipita por lo tanto no es confiable
para este estudio, sin embargo se demuestra que la interaccion existe entre el
clorhidrato de ciprofloxacino y el pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) pero no es

posible corroborarla mediante estos experimentos.

vy ) -

‘ OH

S N
7 W)

N

0.3315 eq.
. 4 TS LN e
0.3847 eq. L
v - Ji| e 5
0.3524 eq.
v L A N
C[5]-CIPRO ) 4 M L3
Ciprofloxacino
v | mn 2
0eq. Pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol \ ﬂ ’ Ly

74T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 11.8 116 114 11.2 11.0 108 10.6 104 10.2 10.0 9.8 9f6( 9.‘; 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70
1 (ppm

Figura 6.7. Espectros de RMN H para la titulacion del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol

(25) con clorhidrato de ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica en CsDsN.
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6.4.3 Titulacidén de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con ciprofloxacino
(4)“libre” en CsHsN.

En lo que respecta a la titulacion de ciprofloxacino (4) “libre”, es decir como
carboxilato libre de clorhidrato, en CsDsN, esta solo se llevo a cabo en 4 ensayos
(Figura 6.9.) debido que no se observd desplazamiento alguno de las sefales de los
protones del NH pirrélico aun cuando se adicionaron a la solucion mas de 2
equivalentes molares esto puede ser debido a que, al igual que en los otros ensayos del
mismo compuesto, la interaccion que debe ser con el carboxilato el
pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) no es capaz de realizar el reconocimiento por

medio de los NH pirrélicos seguramente por factores estéricos.

e )
¢

2.0751 eq. v I I l I A Lo
0.6418 eq. v ) L l » ) /\ s
0.3043 eq. v | ,.JL La
0.2153 eq. (C[5]-CIPRO LIBRE v Ll ] I3
Ciprofloxacino J r2
0 eq. Pentaespirociclohexilcalix[5]pirr J J ‘/ k 1
T T T T T T T T T T T T T T
11.8 11.4 11.0 10.6 10.2 9.8 96 94 9.2 9.0 88 86 84 82 80 78 76 74 72 7o 68 66 64 62 60 58

(ppm)

Figura 6.8. Espectros de RMN 'H para la titulacion del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con

clorhidrato de ciprofloxacino (4) en su forma “libre” en CsHsN.
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6.4.4 Titulacion de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con diclorhidrato de
histamina (8) en DMSO.

Teniendo como referencia el estudio de reconocimiento  del
tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) en el DMSO, se esperaba que su analogo de cinco
pirroles tuviese un comportamiento similar en donde se observo la coexistencia de la
especie libre y la acomplejada en un modelo en el que la interaccion es lo
suficientemente lenta para ser vista por RMN. Sin embargo, el
pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) presento un reconocimiento rapido y no se
aprecio el mismo efecto conformacional en los ciclohexilos aunque si se mantiene la

proporcion 1:2 del anion con respecto al calix. (Figura 6.10).

=y o)
A

D

®

3.8742 eq. v - ‘4“’__/\—_'_‘,8
3.1452 eq. v _m/\ r7
2.7801 eq. v “_/__/\____1*6
2 eq. v AN 5
1.2666 eq. v JL i N
0.06 eq. C5-Histamina v J Y, r3
Histamina o " —
0 eq. Pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol W AL F1
T T T T T T T T T T T T T T ‘\
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

0 8.5
f1 (ppm)

Figura 6.9. Espectros de RMN 'H para la titulacion del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con
diclorhidrato de histamina (8) en DMSO.
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6.4.5 Titulacion de pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con diclorhidrato de
histamina (8) en CsDsN.

En la Figura 6.11 se muestra el apilamiento de los espectros de RMN *H. Pese a
gue se realizaron Unicamente 4 ensayos se puede determinar que la interaccion que
existe es relevante debido a que las sefales de los NH pirrdlicos se ven desplazadas
hacia campo alto 0.6 ppm con Unicamente 0.114 equivalentes del anién.
Desgraciadamente, las sefiales se pierden al hacerse demasiado anchas, fendmeno
muy comun en este tipo de titulaciones. La incorporacion de una mayor cantidad de
histamina al medio, probablemente permitiria apreciar la sefial como ha ocurrido con el
reconocimiento por flior en algunos sistemas, sin embargo no se puede confiar del todo

en el estudio por la desaparicion de la banda en concentraciones intermedias.

HN \
\: NH"
cr

0.114 eq. i A H K

0.086 eq. v J rs
0.044 eq. A4 L La
0.006 eq. C[5]-Histamina \ 4 . K
Histamina \ 2

0 eq. Pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol ‘J_\-&—“—J \,\ \ , ( L\__/J \, F1

T T T T T T T T T T T T T T T T
12.2 11.8 11.4 11.0 10.6 10.2 9.8 9.2 9.0 8.8 8.6 84 82 80 78 76 74 72 70
f1 (ppm)

Figura 6.10. Espectros de RMN 'H para la titulacion del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25)

con diclorhidrato de histamina (8) en CsHsN.
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7. CONCLUSIONES
El reconocimiento que existe entre el meso-octametilcalix[4]pirrol y el
diclorhidrato de histamina es muy bueno y da pauta a seguir buscando solventes
organicos en los cuales se pueda llevar acabo un buen reconocimiento por
medio de este calix y otros aniones, abriendo la posibilidad también de ser

empleado en sistemas que requieran deteccion de histamina.

La interaccion que existe entre los calix: tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol y el
pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol frente al clorhidrato de ciprofloxacino no es tan

favorable debido a factores estéricos existentes en la molécula.

El tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol en comparacion con el
pentaespirociclohexilcalix[5S]pirrol es el mejor reconocedor del diclorhidrato de

histamina.
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8. PERSPECTIVAS
Evaluar la interaccion de estos calixpirroles y de analogos novedosos que se han
sintetizado a la fecha en nuestro equipo de trabajo del laboratorio frente al
diclorhidrato de histamina por medio de espectroscopia de UV para poder
evaluar las constantes de afinidad.

Aprovechar el reconocimiento de los calixpirroles por el diclorhidrato de
histamina, y que se forman complejos solubles en solventes convencionales,

para evaluarlos como organocatalizadores.
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10. ANEXOS
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Figura 6.1. Espectros de RMN de H para la titulacién del meso-octametilcalix[4]pirrol (3) con
diclorhidrato de histamina (8) en CsDsN .

0.812 eq.

0.741 eq.

0.520 eq.

0.440 eq.

0.444 eq.

0.351 eq.

0.263 eq.

0.163 eq.

0.085 eq. c[4]-Cipro

0 eq. Tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12,5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

Figura 6.2. Espectros de RMN de 'H para la titulacion del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con

clorhidrato de ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica en CsDsN.
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Figura 6.3. Espectros de RMN 'H para la titulacion del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con

(24) con ciprofloxacino(4) “libre” en CsDsN.
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Figura 6.4. Espectros de RMN H para la titulacion del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol (24) con
diclorhidrato de histamina (8) en DMSO.
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Figura 6.5. Espectros de RMN *H para la titulacién del tetraespirociclohexilcalix[4]pirrol
diclorhidrato de histamina (8) en CsDsN.
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Figura 6.6. Espectros de RMN *H para la titulacion del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol
(25) con clorhidrato de ciprofloxacino (4) en DMSO
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Figura 6.7. Espectros de RMN H para la titulacién del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con

clorhidrato de ciprofloxacino (4) en su forma farmacéutica en CsDsN.

ey -

‘ OH

H,N
cr

0.3315 eq. J

I 1 e

0.3847 eq.
| 1 K

0.3524 eq.
| B
C[5]-CIPRO l 1 L3

Ciprofloxacino M |
[ I L 2
Oeq. Pentaespirociclohexilcalix[5]pirrg u U Ly
M
T

13.5 13.0 125 12.0 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75

T T T T T T T T T T T T T 4

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 6.8. Espectros de RMN 'H para la titulacion del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con

clorhidrato de ciprofloxacino (4) en su forma “libre” en CsHgN.
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Figura 6.9. Espectros de RMN 'H para la titulacion del pentaespirociclohexilcalix[5]pirrol (25) con

diclorhidrato de histamina (8) en DMSO.
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