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Resumo

O cancro é uma das principais causas de morte em todo 0 mundo sendo imperativo que se desenvolvam
novos farmacos capazes de combater esta doenca. Um dos compostos mais utilizados mundialmente
para tratar o cancro, até a data, tem sido a cisplatina (cis-[Pt(Cl)2(NHs)-]). Outros complexos metalicos
tém revelado propriedades citotoxicas bastante relevantes fazendo com que o estudo e pesquisa de novas
moléculas biologicamente ativas se tenha tornado numa area com muito desenvolvimento.

E neste contexto que se enquadra o trabalho aqui descrito, pela sintese e funcionalizagdo de moléculas
organicas, nomeadamente ciclamas e fosfano, através da polimerizacdo por abertura de anel do L-
lactideo e posterior coordenacéo a ides metalicos de ferro e cobre. Desta forma pretendeu-se sintetizar
compostos que reunam numa mesma molécula o potencial que os ligandos exibem em termos de
atividade biol6gica, um macroligando biodegradavel e biocompativel que confere ao composto final
uma maior selectividade para os tumores e, nalguns casos, um fragmento metalico com conhecida
atividade citotoxica.

Foram sintetizadas e caracterizados sete novas ciclamas, entre as quais cinco macrociclamas, 4 novos
compostos de coordenacdo de ferro(ll) e cobre(ll) contendo (macro)ciclamas e um novo composto
organometélico de ferro(ll) contendo um macrofosfano.

A caracterizacdo dos compostos obtidos foi feita recorrendo as técnicas espectroscépicas de RMN, FTIR
e UV-Vis bem como anélise elementar e quando possivel, por difracdo de raios-X em cristal tnico.

O potencial citotoxico dos novos compostos sintetizados foi avaliado na linha celular do
adenocarcinoma da mama humano (MDA-MB-231), a qual se destaca por ser uma linha muito agressiva
e sem cura atualmente. Verificou-se que a maioria dos compostos usados neste estudo revelou ter
propriedades citotoxicas para a referida linha tumoral, sendo que na sua maioria apresentaram valores
de citotoxicidade na gama de concentragcbes micromolar e semelhantes a citotoxicidade da cisplatina
(metalofarmaco em uso clinico) nas mesmas condigdes experimentais. O composto de cobre(ll)
destacou-se por ter um valor de citotoxicidade cerca de duas vezes melhor que o da cisplatina.

Palavras-chave
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Abstract

Cancer is one of the main causes of death worldwide, being imperative continous research in this
field. Up to date, cisplatin (cis-[Pt(Cl)2(NHs)2]) has been one of the mostly used drugs to treat this
deasease worldwide. Other metallodrugs have been revealing important cytotoxic properties,
fueling the research in this area.

The work described in this Master dissertation is placed within this subject through the
functionalization of organic molecules, namely cyclams and phosphanes, using them to the ring
opening polymerization of L-lactide and further coordination to iron and copper metal ions. Thus,
the final goal was the synthesis of new compounds merging into a single molecule the potential
that the organic molecules exibit in terms of biological activity, a biodegradable and
biocompatible macroligand that confers a higher tumor selectivity and, in some cases, a metallic
fragment with known cytotoxic activity.

There have been synthesized seven new cyclams (between them five are macrocyclams), four
new iron(ll) and copper(Il) coordination compounds bearing (macro)cyclams as ligands and a
new organometallic iron(ll) compound bearing a macrophosphane ligand.

Compounds characterization has been done by the spectroscopic RMN, FTIR and UV-Vis
techniques, as well as single crystal X-ray diffraction whenever possible and elemental analyses.

The cytotoxic potential of the new compounds was evaluated in the human breast adenocarcinoma
cell line (MDA-MB-231) that is known to be highly aggressive and without cure yet. Most of the
compounds were cytotoxic towards this cell line, presenting cytotoxicities in the micromolar
range and similar to those observed for cisplatin in the same experimental conditions. The
copper(Il) complex was the one presenting the best cytotoxicity, twice better than cisplatin.

Keywords

Cancer therapy; metallic complexes; cyclams; phosphanes; polylactide
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1 Cancro e principais tratamentos

Cancro é um termo genérico para um grande grupo de doencas que podem afetar qualquer parte
do corpo. Outros termos utilizados sdo tumores malignos e neoplasias. Uma caracteristica desta
doenca é o crescimento descontrolado das células, que podem invadir e proliferar por todo o
corpo, e caso se espalhe para outros érgaos, este passa a ser referido como metéstase. As
metastases sdo, na realidade, a principal causa de letalidade do cancro, que é uma das principais
causas de morte anualmente em todo o mundo.!

O cancros pode ser causado por fatores externos como o tabaco, produtos quimicos, radiacao e
organismos infeciosos, mas também por fatores internos hereditarios como mutacdes, hormonas,
condi¢des imunoldgicas e de mutagdes que ocorrem a partir do proprio metabolismo. Estes fatores
casuais podem agir em conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover a carcinogénese.?

Os tipos de cancro mais comuns nos homens sdo de pulmdo, prdstata, colorretal, estbmago e
figado, enquanto nas mulheres sdo os de mama, colorretal, pulmdo, colo do utero e
estdmago. Mais de 30 % das mortes por cancro poderiam ser evitadas se fossem alterados ou
evitados fatores de risco externos, especialmente o uso do tabaco. A dete¢do precoce, diagndstico
preciso e tratamento eficaz, fazem com que a taxa de sobrevivéncia ao cancro tenha aumentado
de forma significativa nos tltimos anos.?

Segundo a Quintiles IMS, s6 os E.U.A. gastaram em medicamentos cerca de 373,9 mil milhdes
de ddlares no ano de 2014, sendo que em oncologia foram gastos 100 mil milhdes de ddlares em
todo o0 mundo.® No Grafico 1 é possivel verificar que os gastos em oncologia tém crescido, ndo
s6 nos EUA, mas também no resto do mundo.
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Grafico 1 - Gastos mundiais em mil milhdes de délares em tratamentos e 1&D do cancro,
grafico adaptado.®

As formas mais comuns de se tratar os diferentes tipos de cancro, hoje em dia, sdo: Cirurgia,
Quimioterapia, Radioterapia e Imunoterapia.* Estas abordagens podem ser utilizadas
individualmente ou em conjunto, dependendo do tipo de cancro e do estagio em que se encontra.

A remocdo cirargica foi uma das primeiras técnicas a ser utilizada, e até nos dias atuais é
recorrida quando o cancro é detetado numa fase precoce e, se possivel, como é o0 caso para a
maioria dos cancros sélidos e isolados sendo removida a regido tumoral e, em alguns casos,
os nédulos linfaticos na area.® Para alguns tipos de cancro isto é suficiente para o eliminar. Porém
face a alguns tipos de cancros e estagios de desenvolvimento, a remocédo cirlrgica torna-se
ineficaz sendo necessario criar novas formas de combater a doenga.

A radioterapia envolve o uso de radiagdo ionizante numa tentativa de curar ou melhorar 0s
sintomas da doenca. O intuito é danificar o ADN do tecido canceroso, matando as células
tumorais, mas poupando os tecidos normais (por exemplo, pele ou 6rgaos pelos quais a radiacao
tem de passar para tratar o tumor). Os feixes de radiacdo através de multiplos angulos de
exposicao intersetam o tumor proporcionando uma dose muito maior do que no tecido circundante
que esta saudavel. Tal como acontece com a quimioterapia, 0s cancros podem variar na sua
resposta a terapia de radiagdo.®

Por outro lado, a imunoterapia € o tratamento que utiliza o proprio sistema imunoldgico para
ajudar a combater o cancro.” Entrou em uso por volta de 1997 e uma das suas abordagens incluem
utilizagdo de anticorpos. Porém ndo é o tratamento mais indicado, principalmente pelo facto de
ser o corpo a combater a doenca, € 0 tempo por vezes é crucial para combater alguns tipos de
cancros, sendo que ndo tém muito éxito quando comparados aos diferentes tipos de tratamentos
oncoldgicos.

A quimioterapia recorre ao uso de um farmaco ou medicamento para o tratamento de uma
doenca. Mas, para a maioria das pessoas, a palavra quimioterapia é associada ao tratamento do
cancro. A vantagem da quimioterapia relativamente ao uso conjunto da remocao cirdrgica e a
radioterapia, € que permite atuar em todo o corpo, enquanto que as anteriores atuam apenas numa


https://en.wikipedia.org/wiki/Lymph_node
https://en.wikipedia.org/wiki/Cancer#cite_note-HollandTx40-134

determinada &rea. Isto significa que a quimioterapia pode matar células tumorais que se
espalharam por outras partes do corpo (metastase), estando ou ndo, distanciadas do tumor original
(primério).® O tratamento quimioterapéutico pode ter em geral trés objetivos que podem ser a
cura, o controlo ou a paliagéo.

Existem varios agentes quimioterapéuticos em uso clinico. No entanto, ainda hoje 0 composto
mais  utilizado  mundialmente  para tratar o cancro é a  cisplatina
cis-[Pt(CI)2(NHs)2] (Figura 1A) e outros compostos a base de platina. Na realidade, a atividade
tumoral deste composto foi descoberta em 1965 por Rosenberg, e foi o primeiro metalofarmaco
utilizado para a terapia do cancro. Este farmaco, usado individualmente ou em combinacdo com
outros é ainda hoje usado em cerca de 50-70 % de todos os cancros. No entanto, este complexo
apresenta uma elevada toxicidade levando a severos efeitos secundarios, para além de apresentar
resisténcia adquirida para algumas linhas celulares tumorais.® Desta forma, para tentar melhorar
o perfil de toxicidade da cisplatina foram desenvolvidos outros complexos de platina, a
carboplatina (Figura 1B) e a oxaliplatina (Figura 1C), que estdo no mercado e sdo utilizados
para o tratamento de cancro, porém ndo apresentam uma grande melhoria das propriedades
guando comparadas as da cisplatina.

Torna-se por isso evidente que a investigacdo nesta area é urgente e vital tendo-se apostado
ultimamente no desenvolvimento de novos complexos metalicos com maior diversidade
estrutural, e dando grande importancia a necessidade de se encontrar novos farmacos mais
eficientes e seletivos.®®

0
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Figura 1 - Complexos de platina em uso clinico: Cisplatina (A), Carboplatina (B),
Oxaliplatina (C).

1.2. Metalofarmacos como potenciais agentes quimioterapéuticos. Quais as alternativas a
platina?

Existem muitos iGes metalicos que foram e estdo a ser estudados para substituir a platina devido
as limitacGes que os complexos deste metal apresentam, como ja foi referido anteriormente. Neste
ambito, o ruténio tem sido um dos metais mais estudados uma vez que, para além da baixa
toxicidade, também tem varios estados de oxidagdo acessiveis em meio fisioldgico (Ru", Ru"' e
Ru'). Existem dois complexos de Ru'"' que passaram a primeira fase de estudos pré-clinicos. O
primeiro foi o NAMI-A (Figura 2),'! que ¢ um complexo aniénico octaédrico que ndo possui
atividade sobre tumores primarios, porém apresenta grande atividade antimetastatica. Esta
propriedade do NAMI-A é muito importante porque sdo, na maioria das vezes, as metastases
secundarias que causam a morte e que representam, portanto, um importante desafio clinico. O
segundo composto é o KP1019 (Figura 2),*? que apesar da semelhanca estrutural com o NAMI-



A, apresenta um modo de acdo completamente diferente. O KP1019 atua e demonstra bons
resultados para tumores primarios.
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Figura 2 - Complexos de ruténio: NAMI-A e KP1019.

Relativamente aos complexos organometéalicos de ruténio, existem ja varios estudos promissores
para compostos de Ru'. Estes compostos tém, em geral, uma estrutura em “banco de piano”
contendo ligandos n°-areno a ocupar trés posicdes de coordenacéo. O primeiro a desenvolver este
tipo de composto para esta aplicacdo foi Sadler.** Muitos dos complexos desenvolvidos séo
sollveis e estaveis em agua e tdo potentes como os farmacos de platina para algumas linhas de
células priméarias e apresentam também atividade in vivo.'® A segunda classe de ruténio-(n5-areno)
sdo os “RAPTAS”. Apesar da semelhanca estrutural com os compostos de Sadler, estes
apresentam uma toxicidade muito mais baixa para linhas celulares de cancro.[** Porém, estudos
in vivo com ratos, demonstrou que sdo menos toxicos, o que permitiria aplicar uma dose
superior.t*

O cobre e o ferro podem também ser duas boas alternativas a platina no que diz respeito a metais
de transicdo aplicados & terapia do cancro. Ambos s8o metais essenciais e ndo toxicos que
participam numa grande variedade de funces vitais. O cobre € um metal encontrado em todos 0s
organismos vivos, e é um elemento vestigial necessario para a quimica redox, principalmente no
que diz respeito ao crescimento e desenvolvimento,’® para funcdes fisioldgicas como: enzimaticas
e proteicas, na respiragcao mitocondrial, eliminacdo de radicais livres, absorcao de ferro e a sintese
do ADN. A sua auséncia ou alteragdo dos seus niveis pode estar diretamente relacionado a
doencas como a artrite reumatoide, Ulceras gastrointestinais, epilepsia, diabetes e cancro.’® Em
condicdes fisioldgicas é facilmente encontrado na forma de ides Cu' e Cu",'® e tem uma grande
afinidade para se ligar a heterodtomos como N, O e S, 0 que € uma mais-valia para a sintese e
desenvolvimento de complexos.'® Por outro lado, o ferro é um metal biocompativel e essencial
para a vida humana sendo um elemento abundante e crucial que esté presente em varias proteinas
metabolicamente importantes tais como a hemoglobina e mioglobina no transporte de oxigénio
no corpo humano. Em solugdo aquosa tem dois estados de oxidacéo acessiveis, Fe''e Fe'"' sendo
devido a estes estados de oxidagdo que participa em varios ciclos metabolicos e em processos
redox essenciais a vida humana.'’



Relativamente a utilizacdo destes metais para o desenvolvimento de novos compostos
anticancerigenos, ha ja algum trabalho na literatura com resultados promissores e que serdo
discutidos seguidamente.

1.2.1. Compostos de cobre como potenciais agentes anticancerigenos

Existem vérios complexos de cobre que apresentam atividade anti-tumoral. Entre eles, alguns
complexos de cobre (Cu'") coordenados a ciclamas e suportados em &cido poliacrilico (PAA)
(Figura 3) exibem atividade anti-tumoral in vitro para células humanas HelLa (carcinoma
cervical).!® Verificou-se que o complexo suportado era mais ativo relativamente ao complexo néo
suportado.8
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a) Complexo de Cu(ll) ciclama  b) Complexo a suportado em PAA

Figura 3 - Complexos de cobre com ciclama (a) e complexo de cobre com ciclama
suportado em PAA (b)*®

Alguns complexos de cobre (Cu') contendo ligandos nitrogenados (Figura 4), exibem bons
resultados, com valores de ICso! na ordem dos nanomolar para algumas linhas cancerigenas, como
por exemplo, a CCRF-CEM (leucemia linfoblastica aguda; 1Cso = 0.05-0.77 uM) e HT-29
(adenocarcinoma do célon; ICsp = 0.011-2.22 uM).®> Além disso, atualmente os compostos de
cobre sdo também relevantes do ponto de vista da medicina nuclear, pois apresentam propriedades
que sdo interessantes para a radioterapia e imagiologia.'>*°
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Figura 4 - Complexos de Cu(ll) contendo ligandos tridentados heteroaromaticos.

Uma outra familia de complexos de coordenagéo de Cu' contendo dois fosfanos diferentes e varios
ligandos heterociclicos (Figura 5 A, B e C) foram estudados em linhas celulares de tumores
cancro humanos como: MCF-7 (mama), A431 (cervical), HCT-15 e LoVo (c6lon), A549
(pulméo), HL60 (leucemia) e A375 (melanoma).?® Verificou-se através de varios estudos que

1 1Cso: concentragéo que induz morte celular em 50% das células.'?



muitos destes complexos de cobre apresentam baixos valores de 1Cso para determinadas linhas,
sendo todos da ordem dos micromolares e muitos inferiores ao da cisplatina. Verificou-se que a
alteracdo da denticidade dos ligandos nitrogenados juntamente com o carater lipofilico se
correlacionavam com a citotoxicidade dos compostos.?
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Figura 5 - Complexos de Cu' contendo diferentes fosfanos e heterociclos nitrogenados.?

Através da analise dos resultados obtidos para estes complexos de cobre, é possivel verificar que
existem algumas tendéncias. Em todos os casos se verificou que o cobre metélico é capaz de fazer
ligagOes estaveis com ligandos contendo heterodtomos, e portanto, todos os compostos que
apresentam ligandos nitrogenados, para além de serem estaveis apresentaram atividade bioldgica
relevante.

1.2.2. Compostos de ferro como potenciais agentes anticancerigenos
Relativamente a utilizacdo do ferro para a sintese de compostos com potencial aplicacdo na terapia
do cancro, podemos dividi-los em duas classes de compostos: organometalicos e de coordenacao.

Existem varios complexos organometalicos baseados no ferroceno direcionados a terapia do
cancro. Entre eles, destaca-se o ferrocifeno, um complexo organometalico baseado no tamoxifeno
(medicamento utilizado no tratamento do cancro da mama; Figura 6) e que é muito ativo contra
células do cancro da mama.?! Neste composto o ferroceno pode ser facilmente ser oxidado na
célula, obtendo-se o ferricinio, que pode causar, consequentemente, danos oxidativos.?? No
entanto, a baixa biodisponibilidade impede a sua entrada em estudos clinicos.

Tamoxifeno Ferrocifeno

Figura 6 - Estrutura do Tamoxifeno e Ferrocifeno.



Ao longo dos dltimos anos tem sido desenvolvida uma nova familia de compostos
organometalicos de ferro contendo o fragmento ‘Fe(n®-CsHs)’ ou ‘FeCp’ pelo Grupo de Quimica
Organometélica da FCUL. Entre eles, uma familia de complexos de ferro catidénicos onde variam
apenas os substituintes heteroaromaticos L (L = ligandos imidaz6is!®? ou nitrilos)*® com a
formula geral [Fe(n®-CsHs)(dppe)(L)][CFsSOs] (Figura 7).2! Estes compostos apresentam
diferentes atividades e valores de ICso entre 0s 0,2-10 uM para varias linhas cancerigenas humanas
como A2780 (ovario), MCF7 (mama), HeLa (cervical) e HL-60 (leucemia)?# sendo que em
algumas delas certos compostos revelaram-se cerca de 10-20 vezes mais citotoxicos que a
cisplatina.

Figura 7 - Complexos de ferro, [Fe(n®-CsHs)(dppe)(L)][CFsSOs]

Tendo como base o analgésico comercializado pela Bayer Salophen (ou acetaminosalol,),?]
foram sintetizados seis complexos de ferro baseados em Fe*(salophen) (Figura 8). Estes
compostos de Fe' ou Fe'"' contém na sua esfera de coordenacéo, para além do salophen, outros
ligandos a base de imidazdis substituidos que se apresentam coordenaram-se pelos &tomos de
nitrogénio.?*?% Foram testados em diferentes linhas cancerigenas humanas tais como, HOS
(osteosarcoma), MCF7 (adenocarcinoma da mama), A549 (adenocarcinoma heptelial), HeLa
(carcinoma cervical), A2780 (carcinoma do ovario) e G-361 (melanoma maligno). Dos seis
complexos testados nas varias linhas celulares verificou-se que todos exibem boa atividade
anticancerigena, sendo o melhor cerca de 200 vezes mais citotoxico que a cisplatina, com valores
de ICsona ordem dos nanomolar.?*

Figura 8 - Familia de complexos Fe*(salophen).

1.3. Complexos de metal-polimero: rumo a terapia dirigida

A tecnologia permite a producdo sob medida de farmacos e medicamentos biotecnolégicos. No
entanto, muitos deles requerem tecnologias especiais de formulagdo para superar os problemas
associados aos farmacos comuns. Alguns dos desafios a superar sdo: a baixa solubilidade,
estabilidade quimica limitada in vitro e in vivo apds administracdo, a biodisponibilidade e efeitos
secundarios agressivos para o organismo.?” Durante as Ultimas décadas, a tecnologia de entrega
de farmacos, tem avancado de forma significativa, conduzindo assim ao desenvolvimento de



varias formulagdes clinicas para melhorar a entrega de farmacos e a cinética de libertacdo
desejada durante longos periodos de tempo que podem variar entre um dia e um ano.?

r

O termo "administracdo de farmaco ao alvo" ou “targeted drug delivery” é usado na entrega de
farmacos, e é diferente de “terapia-alvo™ (terapia dirigida) ou “targeted therapy”. A entrega de
farmacos a um local especifico refere-se a acumulacdo do farmaco predominantemente dentro de
uma zona-alvo, que é independente do modo e via de administragdo do mesmo.?® Para que 0
farmaco possa ser entregue ao alvo, necessita por vezes de veiculos que podem ser particulas ou
nanoparticulas poliméricas.

As estratégias de targeted drug delivery sdo divididas nas categorias "passivas" ou "ativas".** No
ambito do cancro, 0s mecanismos “passivos" sdo baseados na acumulagdo de fAirmacos nas areas
em torno dos tumores que € o caso do “efeito de Permeagao e Reten¢ao Melhorada” (Enhanced
Permeation and Retention, EPR), o qual pode ser virtualmente aplicado a todas as
macromoléculas. Este efeito consiste num aumento consideravel da seletividade para os tumores
por parte das macromoléculas, que resulta da existéncia de uma estrutura vascular defeituosa nos
vasos sanguineos dos tumores, fazendo com que a concentracdo do farmaco no tecido tumoral
seja 100 vezes superior a do sangue e, consequentemente, a toxicidade para as células saudaveis
diminui, minimizando os efeitos secundarios.3:3!

O direcionamento “ativo” ¢ utilizado para descrever as interagdes especificas entre o
transportador do farmaco e as células-alvo, geralmente por meio de interagdes ou ligagcbes com
os recetores especificos.*

A literatura nesta area é muito vasta e principalmente dedicada a farmacos de platina.®? Os
resultados até agora obtidos sdo promissores, mas nao existe ainda nenhum complexo de platina-
polimero em uso clinico.*

Como alternativa tém surgido alguns complexos de ruténio-polimero, de forma a tentar
ultrapassar algumas das limitaces da platina, como ja foi referido na secdo 1.2. Em particular,
para melhorar a performance in vivo de compostos contendo o fragmento ‘Ru(n®-CsHs)(2,2’-
bipiridina)’,** foram acopladas duas cadeias de polilactideo a bipiridina originando o0 RUPMC
(Figura 9B).1%31 O grupo terminal pode ser ainda funcionalizado para incluir véarias moléculas de
interesse biol6gico, como é o caso da glucose neste exemplo. Comparativamente com 0 seu
complexo parental de baixo peso molecular, TM34 (Figura 9A), o RuPMC (Figura 9B) apresenta
valores de ICso similares para as linhas cancerigenas do ovario (A2780) e mama (MCF7 e MDA-
MB-231).%° Para além disso, a introducdo das cadeias poliméricas proporcionou um aumento
significativo da captacdo celular indicando que as macromoléculas podem potenciar um diferente
mecanismo de internalizacéo celular, no entanto, sem afetar a citotoxicidade dos compostos.*

Tendo por base estes resultados, foram desenvolvidos trés complexos de ‘Fe(n®-CsHs) (Figura
10) de alto peso molecular.®® Verificou-se que mesmo com estruturas poliméricas e uma grande
massa molecular estes complexos apresentam baixos valores de I1Cso, sendo dois deles muito mais



citotoxicos que a cisplatina (»10) para a linha A375 (células do melanoma humano) e também
para a linha MDA-MB-231 (células do adenocarcinoma da mama).[t%
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Figura 9 - A) TM34 [Ru(n®>-CsHs)(PPhs)(2,2°-bipiridina)][CFs;SOs] e B) RuPMC [Ru(n?’-
CsHs)(PPh3)(mHBL)][CFsSO3] (mHBL= Bipiridil funcionalizado com PLA contendo
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Figura 10 - Estruturas dos complexos [Fe(n°-CsHs)(CO)(L)(PPh.Ph-p-CO-PLLA-
Adn)][CF3SO3]*
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Ambas as familias de compostos que foram apresentadas sdo compostos poliméricos a base de
polilactideo (PLA). Este & um polimero biocompativel e ndo tdxico e aprovado pela FDA (Food
and Drug Administration). Neste sentido, a sintese de novos compostos organometalicos ligados
as estruturas poliméricas biocompativeis reveste-se de uma enorme importancia no
desenvolvimento de uma nova classe de farmacos para o combate do cancro de forma seletiva.

Como foi referido anteriormente, a taxa de mortalidade devido ao cancro, tem aumentado de ano
para ano.! Estes nimeros sdo uma forte motivagéo para que haja cada vez mais investigacdo nesta
area, principalmente no que diz respeito aos tratamentos quimioterapéuticos que séo utilizados e
os efeitos secundarios que afetam os utentes. Uma alternativa seria a utilizagdo de metais ndo
toxicos para o organismo e tirar vantagem do efeito EPR, com compostos de alto peso molecular
utilizando polimeros biocompativeis e biodegradaveis para aumentar a seletividade.

1.4. Polimeros biodegradaveis: poliésteres e polilactideo

Com o uso dos plasticos tem aumentado muito em todo o mundo, atingindo mais de 100 milhdes
de ton/ano de plasticos produzidos,® serd grande a quantidade destes residuos descartados no
meio ambiente. Nos Ultimos anos, tém sido criados cada vez mais regulamentos para haver um
maior rigor em termos de protecdo ambiental no mundo. Isto tem for¢ado os paises a repensar as
suas estratégias de protecdo ambiental. Deste modo, surgiu a necessidade de desenvolver
polimeros biodegradaveis, ou seja, polimeros que ao serem descartados no meio ambiente nao
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demorem dezenas de anos para se decompor completamente. Os polimeros biodegradaveis podem
ser degradados por microorganismos como fungos, bactérias e também algumas algas, de forma
a dar origem a diéxido de carbono, gua, gas natural e biomassa.*®

Com a necessidade crescente de evitar o uso do petréleo, que é uma fonte de energia nao
renovavel, tem-se recorrido ao uso de biopolimeros, que sdo polimeros produzidos a partir de
matérias-primas de fontes renovaveis, como milho, cana-de-agucar, celulose, quitina, girassol,
entre outras.®® Alguns exemplos de biopolimeros sdo o amido, o polihidroxibutirato (PHB), o
polihidroxibutirato-co-polihidroxihexanoato (PHBHXx) e o polilactideo (que sera referido como
PLA). Os polimeros provenientes da industria petroquimica ndo sao, na sua maioria, polimeros
biodegradaveis.® Mas ha que referir que um polimero biodegradavel ndo é necessariamente um
biopolimero, a degradagao do primeiro da-se mais rapidamente, e o biopolimero é proveniente de
fontes renovaveis, que é o caso da biomassa.

Através de estudos verificou-se que é possivel substituir no dia-a-dia os polimeros provenientes
do petréleo, por biopolimeros, sendo que alguns deles tém um grande potencial, como € possivel
verificar na Tabela 1.%

Tabela 1 - Potenciais de substituicdo de alguns polimeros de origem fossil por
biopolimeros®’

Polimero PVC PEAD | PEBD PP PS PMMA PA PET PC

Amido - + + + + - - - R

PLA - + - + + - + + -

PHB - + - . + - - - _

PHBHx + ++ ++ ++ + - - + -
++ substituigio completa; + substituicio parcial; - ndo substitui.

Porém ainda ha muito para fazer porque, juntamente com o problema da implantagdo dos
biopolimeros, coexistem fatores socioeconémicos e climatéricos, pois nem todos os paises
apresentam condigdes climéticas para a criacdo de culturas sustentaveis para a producdo de
biomassa, e uma vez que esse tipo de polimero é mais caro do que os provenientes da industria
petroquimica, iria requerer um grande investimento financeiro que ndo esta acessivel em muitos
paises subdesenvolvidos.

O polilactideo, em particular, € um poliéster alifatico, termoplastico, semicristalino ou amorfo,
biocompativel, biodegradavel e ndo toxico, que é sintetizado a partir do acido latico proveniente
de fontes naturais renovaveis contendo amido ou agticar como o milho, o trigo, a cana-de-agucar,
a beterraba ou a batata.*” Porém, a producéo de maior tonelagem do PLA é feita a partir de outro
mondmero, o lactideo. Na realidade, este composto é um dimero do acido lactico apresentando-
se na forma de um diéster ciclico e quiral que pode existir como trés estereoisémeros, o D-lactideo
{(3R, 6R)-3,6-Dimetil-1,4-dioxan-2,5-diona} (ou R-Lactideo), o L-lactideo {(3S, 6S) -3,6-
Dimetil-1,4-dioxan-2,5-diona} (ou S-Lactideo) e o monémero oticamente ndo ativo D,L-
lactideo {(3R, 6S) -3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona}(ou meso-Lactideo).®

1.4.1. Polilactideo: Mercado atual, industria e aplicacoes
E esperado que a crescente consciéncia e procura de produtos de embalagem verde ambiental
impulsione a procura de PLA ao longo dos proximos anos. Outro fator que podera impulsionar o
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mercado do PLA ¢é o aumento dos precos do petroleo bruto, uma vez que ha uma necessidade de
reduzir a dependéncia de produtos a base de petréleo tradicionais. Também é esperado o aumento
da adocdo de bioplasticos tendo em conta a evolugdo das preferéncias dos consumidores e a
necessidade de produtos sustentaveis para causar um impacto positivo sobre o mercado mundial
nos proximos anos.*® O mercado global de PLA foi estimado em 360.8 toneladas em 2013, e deve
chegar a 1.2 mil toneladas em 2020, crescendo a uma taxa anual média de 18.8% de 2014 a 2020.
Em termos de receita, 0 mercado foi avaliado em 793.9 milhdes de délares em 2013, e é esperado
chegar a 2.2 mil milhes de dolares em 2020, crescendo a uma taxa anual média de 15.8% de
2014 a 2020.*°

Mercado Global das aplicacdes do PLA,
2012-2020 (Toneladas)
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2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

B Embalagens ® Agricultura m Transportes M Eletronicos m Téxtil m Outros

Gréfico 2 - Estimativa do crescimento nas aplicacdes do PLA, 2012-2020%

A escala industrial, o PLA € sintetizado maioritariamente a partir do lactideo com o auxilio dum
catalisador, o octonoato de estanho Sn(Oct),, através da polimerizacéo viva? por abertura de anel
(ROP — Ring Opening Polymerization), proporcionando a sintese de polimeros de elevado peso
molecular.®® Este método apresenta como grande desvantagem, no ambito de aplicacGes
medicinais, a impossibilidade de separar totalmente o metal do polimero. Sendo o estanho um
metal toxico faz com que o polimero embora biodegradavel ndo seja biocompativel.

O PLA tem vindo a ganhar cada vez mais espaco no mercado, principalmente em relacdo a
aplicacdes medicinais. Este é um dos polimeros aprovados pela FDA,* ndo toxico e que em meio
aquoso se hidrolisa originando acido latico, que também ndo é tdxico, e quando metabolizado
pelo organismo da origem a CO- que é facilmente eliminado pelo sistema respiratorio. Tendo em
conta que a aplicacdo que se pretende dar ao polimero no ambito desta tese, é para fins medicinais,
é necessario que a sintese do PLA seja reprodutivel e que o produto seja extremamente puro, a
nivel de produtos secundarios ou contaminantes como catalisadores metalicos e/ou solventes.

2 Polimerizagéo viva é um processo de crescimento de cadeia onde ndo ocorrem reagdes de terminagéo.
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1.4.2. Polimerizacgao por abertura de anel via organocatélise

Uma alternativa ao uso de catalisadores metélicos é o uso de catalisadores organicos, uma forma
biocompativel (ndo tdxica) e menos poluente de produzir polimeros. A polimerizacdo do L-
Lactideo via ROP pode acontecer por diferentes mecanismos, como anionica, cationica,
enzimatica ou bifuncional.> Os mecanismos de polimerizagdo dependem os
catalisadores/ativadores utilizados na mesma. No caso concreto desta dissertacdo de Mestrado
iremos centrar-nos nas polimerizagdes catalisadas pela dimetilaminopiridina (DMAP) utilizando
como iniciador alcoois. Neste caso, 0 mecanismo de polimerizagdo do L-Lactideo utilizando a
DMAP como catalisador/ativador, é o de mondmero ativado como apresentado no Esquema 1.%2
Segundo 0 mecanismo proposto ha um ataque nucleofilico da DMAP ao carbonilo do monémero
para gerar um zwiterido piridinio/alcéxido, fazendo com que haja a abertura do anel (ROP), de
seguida o intermediario zwiteridnico é “desfeito” por um subsequente ataque nucleofilico por
conta do iniciador (ROH), que acontece na ligagdo carbonilo da ligacdo amida do intermediério
(DMAP-LA), onde ha libertagdo de DMAP e consequentemente uma transferéncia de um protao
(H*) do iniciador, fazendo com que o alcdxido terminal do monémero se transforme num alcool
secundario (RO-LA-H), e desta forma havera a propagacao da polimerizacdo até que se acabe o
mondmero ou se extinga a polimerizacdo. A DMAP é eficaz para a abertura de anel de LA na
presenca quer de um alcool priméario quer de um alcool secundario. A espécie resultante de
propagacéao, um alcool secundério, no entanto, s esta ativa para 0 mondmero LA e ndo a cadeia
de polimero, minimizando as reac@es de transesterificacdo indesejaveis.*

) I
o N RO OH
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Esquema 1 — Proposta de mecanismo de polimeriza¢do do LA com DMAP e &lcool como
iniciador, via monémero ativado.*

Nas polimerizagbes do LA, podem ocorrer como referido anteriormente reagdes de
transesterificacdo®® que podem levar a quebra da cadeia, ramificacdes do polimero e até
cicloadicoes, levando a um aumento da dispersividade P (razdo entre a massa molar média em
peso e a massa molar média em nimero, P = My/M,)*® do polimero. Quando se diz que um
polimero tém uma boa dispersividade, quer dizer que hd uma grande homogeneidade do tamanho
das cadeias poliméricas e nesse caso verifica-se que B ~ 1. Para a polimerizacdo viva do PLA
existe uma correlagdo linear entre o peso molecular e a conversdo do monémero, que resultam D
estreitas e pesos moleculares previstos com base na razéo entre mondmero e iniciador.*?
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1.4 Enquadramento do Trabalho

Tém sido feitos grandes progressos na procura de novas opg¢es terapéuticas para o combate ao
cancro fazendo uma sinergia entre a quimica de coordenacao aliada a polimerizagdo controlada
para a sintese de novos complexos de metal-polimero (PMCs). Neste contexto, esta dissertacao
de Mestrado pretende combinar as mais-valias destas duas areas para atingir o objetivo final de
sintese de um novo composto anticancerigeno macromolecular de um metal essencial. Para atingir
esse fim, este trabalho teve os seguintes objetivos especificos: (i) sintese de novas ciclamas; (ii)
polimerizagdo do L-lactideo ativado pela DMAP e utilizando como iniciadores o tris-
hidroximetilfosfano e ciclamas derivatizadas; (iii) sintese de novos PMCs de ferro e cobre; (iv)
sintese dos analogos de baixo peso molecular dos PMCs sintetizados em (iii); (v) caracterizacdo
quimica dos novos compostos sintetizados em (i)-(iv); e, finalmente, (vi) avaliacdo das
potencialidades antitumorais dos novos compostos através de estudos de viabilidade celular em
linhas tumorais humanas.

A escolha do tris-hidroximetilfosfano e de derivados da ciclama como iniciadores da
polimerizacdo néo foi aleatoria. O primeiro, € um fosfano com trés &lcoois primarios abrindo a
possibilidade de termos a formacao de trés cadeias poliméricas em crescimento simultaneo, para
a mesma quantidade de catalisador havendo portanto uma economia de 4tomos. Para além disso,
os fosfanos em geral coordenam-se facilmente a ifes metalicos, nomeadamente ao ferro. Por outro
lado, as ciclamas sdo tetraminas ciclicas com capacidade de coordenar a catibes metalicos,
nomeadamente metais de transicdo,* e apresentam atividade anti-bacteriana* e anti-viral.*
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CAPITULO 2: RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Sintese e caracterizacdo de ciclamas e derivados

A ciclama L1, foi sintetizada de acordo com o descrito na literatura.*’ A sintese e caracterizacdo
deste composto encontra-se muito bem documentada e por isso ndo serd aqui discutida. No
entanto, a pureza do produto obtido foi avaliada por RMN de protdo e analise elementar. Partindo
da ciclama L1, foram sintetizados os seus derivados, L4a-c, tal como apresentado no

Esquema 2.

L4a

O 7 O
:l CH,0 ( ] :HB::": E@ @j NaOH [ j —@— L4b
2 - 5

E
" Brk) k/l

L4c

Esquema 2 - Esquema reacional da sintese dos compostos L1 a L4.

Uma vez que se pretendia para este trabalho obter apenas a dissubstitui¢cdo da ciclama e néo a
mono, tri ou tetrassubstituicdo, a sintese destes derivados foi feita através da reacdo do composto
L2 com dois equivalentes do halogeneto de alquilo ou arilo (RX) apropriado (ver

Esquema 2). O composto L2, que resulta da reacdo da ciclama com dois equivalentes de
formaldeido, apresenta um par de nitrogénios trans com a carga localizada mais negativa e com
a pré-conformacdo adequada para que a dissubstitui¢cdo ocorra seletivamente. Da reacéo de L2
com o respetivo halogeneto de alquilo ou arilo, formaram-se os sais de aménio quaternarios L3a,
L3b e L3c, os quais deram origem respetivamente aos compostos L4a, L4b e L4c, apds hidrolise
em meio muito basico. Esta funcionalizagdo permitiu que 0s outros nitrogénios em posicao trans
pudessem ficar disponiveis para serem usados como iniciadores da polimerizacdo do L-lactideo.

Uma das abordagens utilizadas para a funcionalizacdo dos derivados de ciclama, L4a, com PLA
foi usar complexos de zircdnio suportados neste tipo de ligandos, uma vez que se sabe gque esses
complexos sdo capazes de fazer crescer cadeias poliméricas de ésters ciclicos por introducdo do
monémero na ligagcdo Zr-Namido.*® Porém, o complexo estudado [Zr(L4a)Cl;] ndo apresentou
qualquer atividade catalitica para a polimerizagdo do L-Lactideo tanto em bulk a 135 °C, como
em solucdo usando diclorometano a temperatura ambiente ou ortodiclorobenzeno a 80 °C. Em
todos os casos verificou-se apenas a presenca de ligando livre e monémero do L-lactideo e por
vezes até a degradagdo do complexo.

Uma outra abordagem, e até mais “amiga do ambiente”, é a polimerizacdo do L-Lactideo com
auxilio da 4-dimetilaminopiridina (DMAP) que atua com ativador do monémero. Através deste
método sintetizaram-se novos compostos macromoleculares derivados da ciclama L5a-c, tal
como apresentado no Esquema 3. A reacdo de polimerizacdo deu-se em bulk a 120 °C com o
crescimento de duas cadeias de PLA, isto é, as aminas secundarias dos compostos L4a, L4b e
L4c, funcionaram como iniciadoras da polimerizagdo. Variando a razdo do mondmero/iniciador
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utilizados obtiveram-se compostos com diferentes tamanhos de cadeias poliméricas L5a, L5b e
L5c.

(o]
(o]
o L5a
H. (\l A\ )\n/ HO (\ _©
[N Nj R oT=120°C MM’"‘N N R
N~ (o]
" C ) e
R\/N NJ R U OH R= 3 L5b
F F

o n
N F L5c

F F

Esquema 3 - Reacdo de polimerizagdo do L-Lactideo usando como ativador a DMAP e iniciador
o L4.

A polimerizacdo por abertura de anel do L-lactideo com a utilizacdo da DMAP para ativar o
mondmero ja era conhecida no que se diz respeito a alcoois primarios. Neste caso, provou-se
também que uma amina secundaria inserida num macrociclo é capaz de iniciar a polimerizagdo
dando origem a compostos macromoleculares de ciclamas funcionalizados com PLA. Tanto
quanto sabemos € o primeiro exemplo até hoje descrito de uma polimeriza¢do do L-lactideo
catalisada pela DMAP utilizando aminas secundarias como iniciadoras da mesma.

Estas ciclamas de alto peso molecular (L5a-L5c) contendo dois bragos de PLA e dois benzilos
em posicdo trans, foram caracterizadas através de espectroscopia de RMN. Porém, apds
comparagdo entre as integragdes dos sinais dos grupos terminais do PLA (Ha) e os sinais
correspondentes a ciclama, observou-se que 0s compostos nao apresentavam uma homogeneidade
de cadeias poliméricas, isto é, quando se tentou caracterizar e integrar a areas dos picos no espetro
de protdo para verificar se houve o crescimento das duas cadeias de polimeros, verificou-se que
esta ndo era uma realidade. Através do RMN foi possivel ver que por vezes havia o crescimento
de apenas uma cadeia polimérica ao passo que noutros casos existiam duas cadeias de PLA mas
nem sempre do mesmo tamanho, como é possivel verificar na Figura 11, onde se representou
composto L5a e seu espetro de protdo. Neste espectro observa-se apenas um CH terminal da
cadeia polimérica que integra para uma molécula de ciclama. Da mesma forma que neste espetro
se verifica apenas uma cadeia polimérica por ciclama, quando é feito o espectro de ‘°F para os
compostos L5b e L5c, é possivel verificar muito mais sinais de flior do que os esperados, pois
h& formacdo de uma mistura de compostos e hd uma diminui¢do da simetria, devido ao
crescimento de apenas uma cadeia polimérica e ndo duas em posi¢oes trans.
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Figura 11 - Espectro de RMN protéo de um composto secundario na sintese de L5a, em
Cloroférmio deuterado.

Na caracterizacdo dos compostos macromoleculares L5a, L5b e L5c verificou-se que estes se
degradam muito rapidamente. Uma razao pode ser a quebra da ligagdo amida entre a ciclama e o
PLA por hidrélise promovendo assim a quebra da cadeia polimérica. Mediante esta situacdo, e
tendo em consideragdo que a aplicacdo que se pretende dar a estes compostos como agentes
antitumorais obriga a que 0s mesmos sejam estaveis em solug¢Ges aquosas, decidiu-se introduzir
um espagador entre as aminas secundérias da ciclama e o PLA de modo a ndo existir a ligagcdo
amida. Escolheu-se assim um espacador contendo um alcool priméario que pudesse atuar como
iniciador da polimerizacéo formando uma ligagdo éster ao PLA apds reacdo com 0 monémero.

A estratégia de sintese deste novo derivado da ciclama iniciou-se fazendo reagir L4a com excesso
de acrilato de metilo originando o composto L6 que contém dois grupos -CH,CH,C(O)OCHjs
ligados ao segundo par de nitrogénios trans, tal como apresentado no Esquema 4. Apos
purificacdo e caracterizagdo, este produto foi reduzido com LiAIH4 dando origem ao composto
L7 que contém dois espacadores com a fungéo alcool primério terminal.
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HOWO/\/\N
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Esquema 4 — Esquema reacional de funcionaliza¢do do composto L4.
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A caracterizacdo do intermediario L6 e do composto L7, foi feita por RMN, FTIR e analise
elementar. Os espectros de RMN de protéo e carbono dos compostos L6 e L7 apresentam sinais
de protdes e carbonos equivalentes revelando uma simetria C2v em ambos o0s casos. Na Figura
12 apresenta-se, 0 espectro de RMN de protdo do composto L7, como exemplo.
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Figura 12 - Espetro de RMN de *H em cloroférmio deuterado, do composto L7.

Para cada molécula é possivel verificar que existe um par de sinais de protdo e carbono
equivalentes correspondentes aos protdes e 1, 2, 2°, 3 e 3° do macrociclo. Apenas os protdes e 0
carbono central (1) parte ciclica da ciclama que apresenta 3 carbonos, originam um Unico sinal a
campo alto devido a sua vizinhanga ser igual. Os protfes do grupo CH; do substituinte benzilo
apresentam-se como um singleto a 3.76 ppm atestando a livre rotagdo em torno da amina. Os
grupos CH, do espacador aparecem aos desvios quimicos esperados e com multiplicidade
correspondente a uma cadeia -CH,CH>,CH,OH. Devido a semelhanga magnética dos protdes e
carbonos dos grupos NCH; do braco benzilo e do espacador, os respectivos sinais estdo
sobrepostos a cerca de 3.76 ppm no espetro de protao.

Foi também possivel obter a estrutura de estado sélido por difracdo de raios-X de cristal Gnico
para L7 (Figura 13A). Esta estrutura mostra, para além do anel de catorze membros da ciclama,
dois anéis de nove membros originados pela presenca de pontes de hidrogénio entre os &tomos
H10 e N1 (don-n = 2.105 A) (ver Figura 26 em anexo). Nesta estrutura é possivel verificar que a
molécula estd bastante trancada, ou seja, os substituintes -CH,CH,OH ndo estdo a rodar
livremente uma vez que se encontram a fazer ligacGes por pontes de hidrogénio com as aminas
N1 da ciclama.
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Foi também possivel obter a estrutura de estado s6lido do composto L7 sob a forma de sal
contendo o anido tretrafluoroborato (L7.2HBF4). As representacdes Mercury destes compostos
obtidas por difracdo de raios-X de cristal Unico encontram-se na Figura 13.

Figura 13 - Representacdo Mercury dos compostos L7(A) e L7.2HBF..(B) As linhas a
tracejado representam pontes de hidrogeénio.

A estrutura molecular de L7.2HBF4 é muito semelhante a do seu precursor neutro mostrando,
para além do anel de catorze membros da ciclama, dois anéis de nove membros originados pela
presenca de pontes de hidrogénio entre os atomos H10 e N1 (don-n = 1.958 A) (ver Figura 13A
ou Figura 26B). Esta distancia é ligeiramente menor do que a encontrada em L7 muito
provavelmente devido ao atomo de oxigénio se encontrar mais eletronegativo devido ao facto do
protdo H1O se encontrar também a estabelecer pontes de hidrogénio com o anido BF4. Estes
contra-iGes encontram-se ligados por pontes de hidrogénio entre os atomos F1 e F4 e 0 atomo
H10 com distancias de 2.501 e 1.966 A, respetivamente.

Os dados cristalograficos e detalhes experimentais da determinacdo estrutural dos compostos L7
e L7.2HBF4 encontram-se em Anexo.

Os compostos L6 (ver Figura 25 em anexo) e L7 foram também caracterizado em estado sélido
por FTIR usando pastilhnas de KBr como suporte. No espetro obtido por esta técnica
espectroscopica vém-se nitidamente as bandas vibracionais de ligacBes caracteristicas do
composto, como por exemplo dos grupos funcionais O-H (3250 cm™), C-Haromaticos (3000-2800
cm?), e algo que é bastante vulgar e notavel nesse tipo de compostos - a quantidade de bandas
vibracionais de entre os 1500-900 cm™. Isto acontece devido a fluxionalidade da ciclama, isto &,
as ligagBes podem vibrar e rodar em varios &ngulos, o que origina um nimero muito grande de
vibracgdes assimétricas e permitidas.
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Figura 14 - Espetro de FTIR do composto L7 no estado s6lido suportado em KBr.

A partir do composto L7 fizeram-se dois compostos macromoleculares, L8a e L8b, de acordo
com o Esquema 4. Estes compostos tém como principal diferenca o tamanho da cadeia polimérica
pois, enquanto que o composto L8a tem oito unidades de repeticdo, L8b apresenta dezasseis
unidades de repeticdo em cada cadeia polimérica. Tal como verificado para os compostos de
ciclama do tipo L4, a reagcdo do composto L7 com o L-lactideo em bulk a 120 °C na presenca de
DMAP originou o crescimento de duas cadeias trans de PLA. Porém, nesta familia de compostos
ndo se verificou qualquer degradacdo do polimero apds o final da reagdo tal como observado
anteriormente, uma vez que a ligagdo entre a ciclama e o PLA é agora uma ligagdo éster e nao
amida.
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Figura 15 - Espetro de RMN de 1H em cloroférmio deuterado do composto L8a
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Nos espetros de RMN de protéo e carbono do composto L8a é possivel verificar todos 0s sinais
do macroligando, os quais indicam um composto de simetria C2v tal como apresentado pelo seu
precursor L7 (ver Figura 15). Esta simetria indica que a ciclama apresenta, para além dos bracos
benzilo em posicdo trans, um par de cadeias poliméricas ligadas aos espagadores que ocupam as
outras duas posicBGes. Caso contrario, isto €, se tivesse ocorrido a polimerizacdo apenas num
espacador, a simetria seria menor - C;. Além disso, a integracdo dos protdes CH terminais da
cadeia polimérica indica que existem dois grupos PLA para uma ciclama. No geral, os espectros
de ambas as espécies sdo bastante semelhantes sendo que ha uma ligeira desblindagem dos
protdes centrais do grupo CHa(B) do espacador devido a altera¢do do grupo terminal que passa de
alcool a éster. Mais significativo é o desvio para campo baixo do sinal dos prot6es terminais do
grupo CHa(y), cerca de 1 ppm, do espagador que ¢ uma forma de comprovar que a reagdo de
polimerizacdo se deu. A cadeia polimérica foi também identificada pelo aparecimento dos sinais
dos prot6es caracteristicos do polimero, que sdo 0os CH terminais a 4.35 ppm e 0os CH e CHs que
se repetem ao longo da cadeia e que aparecem a cerca de 5.28 ppm e entre 1.6-1.4 ppm,
respetivamente.

Também pela técnica de RMN foi possivel verificar o crescimento das cadeias poliméricas, e
determinar o grau de polimerizacao (DP - degree of polymerization), que é basicamente o tamanho
da cadeia polimérica em unidades de repeticdo. Para estes compostos contendo PLA (L8a e L8b)
0 nmero de unidades de repeti¢do é também o nimero de mondémeros que reagiram, porque 0
mondmero tém duas unidades de repeticdo, mas ha uma particularidade que é o crescimento de
duas cadeias em simultaneo. Desta forma, é também possivel calcular o rendimento da
polimerizacdo, pois é possivel verificar a quantidade de monémeros que reagiram.

O célculo do DP (equacdo 2.1) é relativamente simples, sendo calculado dividindo as areas dos
sinais dos protdes a(PLA) e a’(PLA) pela area do sinal do protdo terminal CHt(PLA) da cadeia
polimérica.

[a(PLA)+ar(PLA)]

(2.1) DP = a (PLA)

O calculo da massa molecular (equacdo 2.2) também € muito simples, no caso dos compostos
ciclama com PLA, é feito pela soma da massa molecular do iniciador Miiniciadory COM 0 produto do
DP pela massa molecular do monémero Mmonsmero)-

M(mon()mero)]

(2.2) MM = [M(iniciador) + 2(DP X

De modo a determinar o raio hidrodindmico do composto L8b recorreu-se a técnica de DOSY, a
qual permitiu obter o valor do coeficiente de difusdo de D = 1.010 x 10 m?s, Dada a
impossibilidade de realizar o estudo em agua, esta determinacéo foi feita em DMSO a 37 °C de
modo a mimetizar o melhor possivel as condicdes fisioldgicas. Recorrendo a equacdo de Stokes-
Einstein foi possivel obter, nestas condicdes, o valor de 13.6 A para o raio hidrodinamico de L8b.

Foi feito um estudo cinético da reacdo de polimerizacdo do L-lactideo com o composto L7 por
RMN de protdo em bromobenzeno deuterado a temperatura de 110 °C e usando DMAP como
ativador do monoémero. Tal como apresentado no Grafico 3 é possivel verificar que 50% dos
monomeros do meio reacional foram consumidos em apenas 6°30°°. Embora a polimerizagdo em
solucédo e sem agitacdo seja muito mais lenta do que em bulk, é possivel verificar que a cinética
de polimerizacdo é muito rapida. Também se fez um estudo de polimerizacdo a temperatura
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ambiente seguindo a reacdo por RMN de protdo e verificou-se que nas mesmas condi¢des do
estudo cinético, apds 24 horas havia sido polimerizado metade do mondmero. Este resultado é de
certa forma interessante, pois a reacdo também se da a temperatura ambiente e sem agitacéo,
porém muito mais lentamente, tal como seria de esperar.
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Gréfico 3 - Estudo cinético da polimerizagéo do L-lactideo por RMN de *H usando a DMAP
como catalisador e o L7 como iniciador, em bromobenzeno deuterado a 110 °C.

O espectro de FTIR do composto L8a apresentado na Figura 16 mostra duas grandes diferengas
quando comparado ao espetro do composto L7. A primeira delas é o aparecimento da banda
vibracional caracteristica do grupo carbonilo (C=0) do PLA, uma banda muito intensa que
aparece por volta dos 1750 cm™, e a outra grande diferenca é a diminuicéo da fluxionalidade da
ciclama devido a presenca do polimero.
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Figura 16 - Espetro de FTIR do composto L8a no estado solido suportado em KBr.
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2.2 Sintese e caracterizacdo de complexos de Fe(l1) e Cu(ll) contendo (macro)ciclamas
2.2.1. Complexos de Fe(ll)

Apoés a sintese das ciclamas e dos seus derivados descritos no subcapitulo anterior foram
sintetizados novos complexos de Fe(ll) usando diferentes precursores.

Comecou por se preparar um dos precursores de ferro(ll), o [Fe(CH3CN)s](BF4)2 ou C4, como
descrito na literatura®®. Apos a sua sintese e purificacdo, foi caracterizado por anélise elementar e
FTIR. Uma particularidade destes complexos de ferro(ll) é o facto de serem paramagnéticos, o
que impede a sua caracterizagdo pelas técnicas de RMN.

As reacBes do composto L7 em metanol, com FeCl; e [Fe(CH3sCN)g](BF4)2, deram origem aos
complexos C3a e C5, respetivamente, tal como apresentado no Esquema 5, com rendimentos de
81 e 73%, respetivamente. Ao passo que a reacdo de L7 com FeCl, em metanol sob refluxo deu
origem a C3a, 0 mesmo ndo foi possivel para a reacdo de L8a com FeCl,. Nestas condi¢des
verificou-se a transesterificacdo do polimero levando a degradacdo do composto macromolecular.
Em cloroférmio também ndo se deu a reagdo mas em THF foi possivel obter o composto C3b.
Ambos os compostos foram recristalizados por difuséo lenta de solventes, onde o solvente da
reacéo era o solvente da recristalizacdo e o co-solvente para todos foi o n-hexano. Os compostos
foram de seguida caracterizados pelas técnicas de FTIR e analise elementar, sendo impossivel a
caracterizacao através da técnica de RMN devido ao seu carater paramagnético.
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Esquema 5 - Sinteses de complexos metalicos de ferro com o composto L7.

O espetro de FTIR do complexo C3a (Figura 29 em anexo) é semelhante com o do L7, como
seria expectavel, apresentando as bandas vibracionais ja atrds mencionados para L7. No entanto,
0 aspeto geral do espetro é mais simples, principalmente entre os 1500-900 cm. Isto ¢ indicativo
da coordenacdo de L7 ao centro metalico, uma vez que ha uma diminuigdo dos graus de liberdade
da molécula, e juntamente com isso, ja ndo ha tanta fluxionalidade no estado solido, para C3a.

O complexo C5 (Figura 17) apresenta um espectro muito semelhante ao do complexo anterior,
porém a sua grande diferenca é a presenca das bandas vibracionais do contra-ido, BF4, entre 950-
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1150 cm™ De resto as diferencas significantes sdo a diminuicdo das vibracoes da ciclama pelo
facto de ter um ido metalico coordenado, fazendo com que a ciclama perca modos de liberdade.

Figura 17 - Espetro de FTIR do composto C5 no estado sélido suportado em KBr.

2.2.2. Complexos de Cu(ll)

O complexo C6 (Figura 18) foi sintetizado a partir da reacdo do composto L7 com o acetato de
cobre(ll) em acetonitrilo a sua temperatura de refluxo. No final da reagdo foi filtrado e
recristalizado numa mistura de solventes acetonitrilo/ n-hexano, tendo-se obtido um p6 azul com
um rendimento de 67%. O composto foi caracterizado por analise elementar e FTIR.

r "1 (CH5C00),

N N ~_OH

Figura 18 - Complexo C6.

Na Figura 19 é possivel verificar o espetro de FTIR do complexo C6. A Unica grande diferenca
relativamente ao C3a, é a presenca das bandas vibracionais intensas dos carbonilos presentes no
contra-ido acetato, entre 1400-1600 cm™. Os valores experimentais da analise elementar para este
complexo foram muito semelhantes aos valores previstos, confirmando a formulacdo desta
espécie. Este composto tinha uma cor azul, diferente dos outros que por vezes tinham cores
ligeiramente acastanhadas. Estas duas técnicas foram as Unicas utilizadas para caracterizar C6
devido ao seu cardter paramagnético. As varias tentativas de cristalizacdo ndo foram,
infelizmente, bem-sucedidas.
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Figura 19 - Espectro de FTIR estado s6lido em KBr do complexo C6.

2.3 Sintese e caracterizacdo de fosfanos macromoleculares

Uma outra abordagem para a sintese de macroligandos foi através da utilizacdo do
tris(hidroximetil)fosfano, P(CH-OH)s, como iniciador da polimeriza¢cdo do L-lactideo tendo
como catalisador a DMAP resultando na sintese de L9. Este produto foi caracterizado apds
purificacdo, através das técnicas de RMN, anélise elementar e FTIR. No espectro de RMN de
protdo (Figura 20) é possivel verificar que o fosfano promoveu a polimerizacdo pela ligeira
desblindagem do grupo CH; relativamente a fosfano sem polimero (4.55 vs. 4.75 ppm).
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Figura 20 - Espetro de RMN *H em cloroférmio deuterado do composto L9.
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Tal como nos exemplos dos macroligandos anteriores, os protes a’ do PLA aparecem a 4.35
ppm. Também o célculo do DP de cada cadeia polimérica ligada ao fosfano €é igual ao descrito
anteriormente, porém o calculo da massa molecular é ligeiramente diferente, (equacao 2.3) pois
ao invés de duas cadeias em crescimento, neste caso ha o crescimento de trés cadeias em
simultaneo. Desta forma, a massa molecular € dada pela seguinte formula:

(2.3) MM = [M(iniciador) + 3(DP X m]

Foi feito também um estudo cinético, por RMN de H, (Gréfico 4) da polimerizacdo do L-
Lactideo utilizando o tris(hidroximetil)fosfano como iniciador da polimeriza¢éo, com a razéo de
iniciador:catalisador:mondmero de 1:1.5:30 em bulk a 110 °C. No caso desta polimerizagao tém-
se trés cadeias a crescer ao mesmo tempo. Devido a isto, hd& um agravante que é a difusdo
molecular e que dificulta a polimerizacdo e para além disso a falta de agitagdo. Por causa do
tamanho da cadeia ser ainda maior uma vez que se utilizou uma razdo de monémero de 1:30, o
processo de difusdo no meio é ainda mais lento e dificultado, traduzindo-se numa curva menos
acentuada e cujo limite tende para um rendimento final de aproximadamente 70%.
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Gréfico 4 - Estudo cinético por RMN 'H em bromobenzeno a 110 °C, da polimerizacéo do

composto L9.

No espectro FTIR do composto L9, apresentado na Figura 27 em anexo, é possivel verificar a
presenca de muitas bandas caracteristicas do composto, nomeadamente uma banda muito intensa
caracteristica do grupo carbonilo (C=0) do PLA a ~ 1750 cm™.
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2.4 Sintese e caracterizacdo de complexos de Fe(ll) contendo fosfanos macromoleculares

Apobs a sintese dos fosfanos macromoleculares procedeu-se a sua reagdo com precursores de
ferro(1l) de modo a obter complexos contendo este metal.

A primeira tentativa de sintese envolveu a reagdo do complexo C1, [Fe'(n°-CsHs)(CO)l], com o
composto L9 em diclorometano sob irradiacdo por uma lampada de ultravioleta, a qual irradia a
comprimentos de ondas que favorece quebra da ligacdo Fe-CO. No entanto, esta reagcdo nao foi
bem-sucedida. Em vez da esperada substituicdo de um ligando carbonilo pelo fosfano pensa-se
gue o polimero se tenha degradado.

Optou-se portanto pela abstracdo do ligando iodeto usando AgBFa. Assim, fez-se a reagdo do
composto L9 com [Fe(n®-CsHs)(CO).I] na presenca do respetivo sal de prata. Desta reagdo
resultou um precipitado de Agl, que foi muito simples de separar da solugéo de diclorometano de
cor avermelhada onde se encontrava o complexo formado C2 (ver Esquema 6).

(o) (o]
g, Tty
\ /I (0]
Fe >
OC/ \CO

CH,CI,
AgBF,
c1 - c2

Esquema 6 - Esquema reacional de formacgdo do complexo C2.

Apos purificacdo, este complexo organometalico foi completamente caracterizado pelas técnicas
de andlise elementar, FTIR e RMN. Na Figura 21, pode-se observar o espetro de RMN de protéo
do ligando L9 e do complexo C2 em cloroférmio. Verifica-se que o sinal tipico do CH terminal
(H.) do PLA é desblindado e passa a encontrar-se ao mesmo desvio quimico do CH que se repete
ao longo da cadeia polimérica (Ha). Isto prova que houve de facto coordenagdo do fosfano ao
centro metalico. A desblindagem é devida a dois fatores. Por um lado, o fésforo € um bom doador
sigma, tem a densidade eletronica sendo deslocalizada para o centro metalico. Por outro lado, o
ferro esta no estado de oxidagdo +2 e 0 complexo € cationico, fazendo assim com que V& buscar
densidade eletronica ao ligando fosfano. Verifica-se também uma desblindagem dos protdes do
grupo CH, do ligando L9 coordenado (+0.3 ppm) No espectro de 3P, verifica-se uma
desblindagem, passando o desvio quimico de -30.0 ppm no ligando L9 para -3.8 ppm no
complexo C2. Surpreendentemente, o espetro de °F mostra dois tipos de flGor com desvios
quimicos de -145.3 e -148.6 ppm. Do mesmo modo, o espetro de B revela sinais a 0.2 e -0.8
ppm. Estes dois espetros sdo reveladores da presenca de dois tipos de grupos BF. sendo possivel
atribuir as suas ressonadncias a uma espécie BF, em contra-ido e outra que podera estar
coordenada ao metal através de um atomo de fllor ([Fe]«<F-BF3).>° Porém, a integracéo dos sinais
desta Ultima espécie mostra que a sua quantidade € residual. A presenca deste composto pode ser
atribuida a formagéo de um complexo [Fe(n>-CsHs)(CO)(u-FBFs)] apds a adigdo de AgBFsa C1
gue posteriormente reage com o ligando L9 para originar o composto C2. Como o ligando L9
tem uma distribui¢do de pesos moleculares, o célculo da massa molecular média pode originar
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pequenos desvios na estequiometria da reacdo, o que provavelmente colocou este reagente em
déficit face ao [Fe(n>-CsHs)(CO)al].
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Figura 21 - Espectros de RMN de protao do composto L9 e do complexo C2, em cloroférmio
deuterado; (L9 vermelho); (C2 azul).

Através da técnica de FTIR (Figura 22) foi possivel verificar a presenca das bandas vibracionais
dos dois ligandos carbonilo coordenados ao ferro que aparecem no complexo C2 a 2067 e 2017
cm® e no percursor (C1) a 2032 e 1973 cm™ (Figura 28), comprovando que deixa de haver tanta
retrodoacdo = para estes ligandos. Como verificado nos espectros de RMN de H e 3P os grupos
CH2do fosfano e o proprio sinal do fosforo, sofreram uma desblindagem relativamente aos sinais
do fosfano livre, o que é indicativo que houve coordenacdo. Adicionalmente verificou-se o
aparecimento das vibragGes dos carbonilos presentes no PLA entre 1700-1900 cm™ no espetro de
FTIR (Figura 22). Também é possivel verificar uma variagdo negativa das bandas de vibracao
dos CH(aromaticos) d0 Cp que se apresentavam a 3115 cm™ em C1 (Figura 28) e que apés a
coordenacdo do fosfano aparecem a 3000 cm (Figura 22), indicando que o centro metalico
desloca a densidade eletrénica ndo s6 do ligando fosfano mas também do Cp, consequéncia do
complexo passar a ser cationico.
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Figura 22 - Espectro de FTIR estado solido em KBr do complexo C2.

Tentou-se também caracterizar este composto por espectroscopia de UV-Visivel, porém
verificou-se que, quando em solugdo e exposto a radiacdo emitida pelo proprio aparelho ao longo
do tempo de caracterizacdo, se degrada. Mesmo com a degradacdo em diferentes solventes, foi
possivel caracterizar o complexo C2 em acetonitrilo, como esté representado no espetro da Figura
23. Na Tabela 2 apresentam-se os valores do coeficiente de absortividade molar (g) maximo das
varias bandas obtidos a partir de uma solugdo de C2 com concentragéo 7.3x10° molL. Neste
espetro é possivel verificar bandas intensas na regido entre 205 e 330 nm. As bandas a 205 e 280
nm poderdo ser atribuidas as transi¢des t—n* dos ligandos coordenados, enquanto que a banda
a 330 nm é provavelmente do fragmento metalico {Fe'"(n%-CsHs)}*, uma vez que também esta
presente no UV-Vis do composto parental [Fe(n®-CsHs)(CO)I] (dados do Grupo). As bandas
entre 389 e 447 nm poderao ter varias origens. Por um lado a banda a 447 nm, que apresenta
valores de absortividade molar bastante baixos, poderd eventualmente ser uma transicdo
essencialmente d—d a nivel do centro metalico. A banda a cerca de 389 nm poderd estar
relacionada transferéncias de carga dos ligandos para o metal (LMCT) ou do metal para os
ligandos (MLCT) uma vez que, por um lado, os ligandos Cp e fosfano revelam uma forte doagéo
7 a0 metal tal como verificado nos espetros de RMN e FTIR e, por outro lado, pelo FTIR verifica-
se que ha retrodoacdo = do metal para os carbonilos 3'P. Na impossibilidade de realizar espetros
do complexo noutros solventes ndo foi possivel atribuir com clareza a origem destas bandas de
transferéncia de carga.
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Figura 23 — Espetro de UV-Vis do complexo C2 em acetonitrilo a temperatura ambiente.
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Na impossibilidade de realizar espectros do complexo em outros solventes ndo foi possivel
atribuir com clareza a origem destas bandas de transferéncia de carga e consequentemente a
distin¢do inequivoca entre um processo LMCT e MLCT.

Tabela 2 - Dados espectroscépicos de UV-Vis do complexo C2 em acetonitrilo a
temperatura ambiente.

Amax (nm) (8, M-L cm'l)

23000

205 (sh)
280 9750
1000

330 (sh)

655

389 (sh)

383

447 (sh)

sh - ombro

2.5 Sintese e caracteriza¢do de macrociclamas contendo fosfanos terminais

A Ultima abordagem para a sintese de macroligandos pretendia incluir numa Unica molécula uma
macrociclama a base de polilactideo, contendo fosfanos na extremidade das cadeias poliméricas.
Desta forma poder-se-ia utilizar quer os grupos terminais, quer o macrociclo para a introducédo do
centro metalico, sintetizando-se complexos com dois ou trés centros metalicos. Foram feitas
varias tentativas de funcionalizagdes da ponta terminal do polimero, através de reacdes de
esterificacdo entre o grupo terminal do PLA (&lcoois secundérios) e fosfanos contendo grupos
carbox como exemplificado na Figura 24.

PPh,
HOM O™ "N ROMm0O" "

Sl "y SR LI

Figura 24 - Esquema reacional para obtengdo de compostos macromoleculares com fosfanos
terminais.

As condigdes experimentais usadas nas varias tentativas para a realizagéo desta funcionalizacéo
com os fosfanos encontram-se resumidas na

Tabela 3.
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Tabela 3 - Tabela simplificada com as diferentes tentativas de reagdes de esterificacao.

o D BJa o .
R OO0 R'-O A olvente - 0 e Re ado
Ole al e
1,0 1,0 15 THF 66 X X X
1,0 1,0 15 THF 66 v X X
11 1,0 15 THF 66 N N4 X
1,0 1,0 15 tolueno 110 X X X
1,0 1,0 1,5 | tolueno 110 v v X

Como j& é sabido, em reac@es de esterificacdes entre um alcool e um acido ha sempre libertagéo
de moléculas de agua, porém a presenca de agua a temperaturas elevadas faz com que o polimero
se degrade, podendo levar, por um lado a reag6es de transesterificacao e, por outro lado, a reversdo
da reacdo. Mediante a isso foram utilizadas vérias técnicas para a remogdo de dgua do meio
reacional, como a utilizacdo de um Dean-Stark para a recolha do solvente juntamente com a 4gua,
a utilizacao de peneiros moleculares 4A no meio reacional dentro do Schlenk ou dentro do extrator
de soxhlet. Mesmo com a utilizacdo destes diferentes meios para retirar a agua do meio reacional,
ndo se verificou a formagéo do éster apos a reagdo, de forma que esta estratégia foi deixada de
lado e os estudos e novas sinteses foram feitos.

Como as tentativas anteriormente descritas ndo deram resultados, também se tentou a reagdo
partindo de um fosfano coordenado a um centro metélico, contendo um grupo acido que poderia
esterificar com o alcool terminal da cadeia polimérica, uma vez que essa abordagem ja tinha sido
bem-sucedida no ambito de outra tese de Mestrado®. No entanto, no caso concreto desta reagdo
houve degradacéo do complexo e portanto a sintese ndo foi bem-sucedida.
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CAPITULO 3: ESTUDOS BIOLOGICOS

3.1. Estudos de viabilidade celular em linhas celulares tumorais humanas

A atividade citotoxica dos complexos C2, C3a, C3b, C5 e C6 e dos ligandos L7, L8b e
L9 foi testada através da determinacdo dos valores de ICso ha linha celular tumoral humana MDA-
MB-231 (adenocarcinoma da mama) que é uma linha tumoral muito agressiva e metastatica. O
efeito dos complexos na viabilidade celular destas células foi avaliado ap6s 48 horas de exposicao
como apresentado na Tabela 4 e Gréfico 5.

Relativamente aos complexos metalicos, verificou-se que os compostos C3a, C5 e C6
foram aqueles que apresentaram melhores valores de citotoxicidade. Comparando os dois
compostos de ferro, C3a e C5, pode constatar-se que a alteracdo de contra-ido nao interfere na
citotoxicidade dos compostos. Para além disso, ambos apresentam valores de citotoxicidade
semelhantes aos da cisplatina. O composto de cobre C6, foi que apresentou melhores resultados
em termos de viabilidade celular, sendo quase duas vezes mais citotdxico que a cisplatina e que
0s seus homdlogos de ferro, tendo um ICso de ~ 20 uM. Este €, de facto, um resultado muito
interessante, pois a alteracdo do ido metélico juntamente com o contra-ido tornou este composto
guase duas vezes mais citotdxico.

Relativamente aos complexos de metal-polimero, estes foram aqueles que apresentaram
piores valores de ICso. O complexo C3b nédo apresentou citotoxicidade nas condi¢des utilizadas
e 0 C2 que apresentou um alto valor de 1Cso. Este resultado é um pouco surpreendente tendo em
consideracao os resultados obtidos no passado no Grupo de Quimica Organometalica®, onde se
tem observado que a introducdo de ligandos poliméricos mantém a citotoxicidade dos compostos.
No entanto, pensa-se que 0 motivo da inexisténcia de citotoxicidade nas condicdes testadas possa
estar relacionado com o diferente, e mais lento, mecanismo de captacéo celular que é esperado
que aconteca no caso de macromoléculas, a endocitose, versus difusdo passiva no caso dos
compostos de baixo peso molecular. Desta forma, de futuro prevéem-se fazer estudos com tempos
de incubacdo maiores.

Tabela 4 - Resultados de viabilidade celular expressos em valor de 1Cso.

DA-MB 48 0
Cc2 140 £ 41.5
C5 40.2+21.3
C3a 40.0 £ 19.0
C3b Na&o citotdxico
C6 21.8+£6.0
L7 37.1+10.4
L8b Néao citotdxico
L9 Na&o citotdxico
Cisplatina 40.0

Também foram efetuados estudos de viabilidade dos ligandos. Verificou-se que nenhum deles
apresentou qualquer citotoxicidade nas condices testadas, com excecdo do ligando L7 onde para

31



a mesma linha celular, apresentou um valor de 1Cs inferior a da cisplatina, um resultado muito
bom guando comparados aos complexos da literatura.®
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Gréfico 5 — Percentagem da viabilidade celular em funcéo do logaritimo da concentragéo
para a linha tumoral do adenocarcinoma da mama.
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS
4.1.Solventes e reagentes
Os solventes utilizados nas diversas sinteses foram previamente secos e/ou destilados em

atmosfera inerte de azoto, de acordo com os métodos publicados na literatura® e, que se
encontram na Tabela 5.

Tabela 5- Procedimento de secagem dos solventes.*®

Solvente Ponto de ebulicdo Pré-secagem Refluxo-Destilagéo
Acetonitrilo 81,6°C P05 P05
) Peneir
Diclorometano 400°C eneiros CaH»
moleculares
Metanol 64.7°C CaSO0y -
Peneiros . , -
n-Hexano 68.7°C Fio de sodio
moleculares
Fio de sodio/
Tolueno 110.6°C CaH>
benzofenona
) Peneiros Fio de sodio/
Tetrahidrofurano 66°C
moleculares benzofenona

Os solventes deuterados acetona-ds (99.8%), acetonitrilo-ds (99.8%) e cloroférmio-d; (99.9%),
foram secos com peneiros moleculares 4 A e desgaseificados através de ciclos de
vacuo/nitrogénio alternando em ciclos de congelamento/descongelamento. Os desvios quimicos
séo dados em partes por milhdo (ppm) usando como padréo interno o TMS (0.00 ppm) a 0.03%.

Todos os reagentes foram usados tal como recebidos pelo fornecedor, com pureza analitica, sem
necessidade de purificagdo prévia, com excecao do L-lactideo que foi recristalizado trés vezes em
tolueno seco e deixado a secar durante a noite sob vacuo, tendo sido conservado no frio sobre
atmosfera de nitrogénio. A DMAP foi deixada a secar durante uma noite sob vacuo e conservada
no frio sobre atmosfera de nitrogénio. Apds a sintese dos compostos, todos eles foram guardados
em Schlenks adequados sob atmosfera de nitrogénio.

4.2 . Técnicas Usadas

Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de *H, *C e 3!P foram efetuados num espectrémetro
Bruker Avance Il de 300MHz ou 400 MHz, a 25°C, exceto 0s estudos cinéticos que decorreram
a temperatura de 110°C. Quando necessario recorreram-se a técnicas de RMN bidimensionais
como HSQC, HMBC e COSY para a correta atribuicao de protdes e carbonos.
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Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos compostos sintetizados foram obtidos num espetrofotémetro
Shimadzu IRAffinity-1 FTIR suportados em pastilhas de KBr (feitas ao ar) ndo tendo sido
realizada qualquer calibracéo adicional.

Analise Elementar C, H, N

As determinac6es das percentagens dos elementos C, H e N nos compostos foram realizadas no
equipamento Fisons Instruments, modelo EA1108, por servi¢os adquiridos ao Laboratério de
Anadlises do Instituto Superior Técnico.

Espetroscopia de Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

Os espetros eletrdnicos dos compostos foram realizados ao ar e a temperatura ambiente, em
células de quartzo de 1 cm de largura, usando como solvente acetona, acetonitrilo, cloroférmio,
DMSO, THF e agua, sem desarejamento prévio da solu¢do, num espetrofotometro Jasco V-660
de feixe duplo.

Difracéo de raios-X de cristal Unico

Os cristais foram cobertos e selecionados em 6leo Fomblin, montados numa ansa e os dados
cristalogréaficos foram recolhidos usando uma radiagdo monocromatica de Mo-Ka. (A = 0.71073
A) num difratdmetro Bruker AXS-KAPPA APEX Il equipado com um sintema de arrefecimento
de nitrogénio Oxford Cryosystem. Os parametros da célula unitaria foram adquiridos usando o
programa Bruker SMART e refinados utilizando o Bruker SAINT em todas as reflexfes
observadas. As corre¢des de absorcdo foram aplicadas utilizando SADABS. As estruturas foram
resolvidas por métodos diretos usando SIR97, e o refinamento foi feito usando SHELXL-97. Estes
programas fazem parte do programa WinGX versdo 1.80.05. Os &tomos de hidrogénio dos grupos
NH e OH foram localizados no mapa de densidade eletrénica. Todos os outros atomos de
hidrogénio foram inseridos em posi¢Oes fixas e refinados sobre o atomo de carbono
correspondente. As ilustragOes das estruturas moleculares foram feitas no programa Mercury 3.0
para Windows.

Estudos de viabilidade celular

Os estudos bioldgicos foram realizados no Centro de Ciéncias e Tecnologias Nucleares (C2TN)
do Instituto Superior Técnico — Pélo de Loures da Universidade de Lisboa, pela Doutora Fernanda
Marques.

A atividade citotoxica dos compostos foi avaliada em células de carcinoma da mama humanas
MDA-MB-231 procedendo do seguinte modo para cada composto em ensaio:

As culturas das linhas celulares de carcinoma humano da mama (MDA-MB-231; ATCC) foram
efetuadas em meio DMEM (Gibco) contendo GlutaMax | (MDA-MB-231) e foram completados
com 10% de FBS e 1% de penicilina-estreptomicina e mantidas a 37 °C numa atmosfera
humidificada contendo 5% de CO..

A cultura de células foi feita em frascos contendo o meio proprio a proliferagéo celular e que
permite a adesdo das células.

Quando as células atingiram a confluéncia necesséria, foram dissociadas através da adi¢do de uma
solugdo de tripsina-EDTA a 0.05% (Gbico). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do
MTT que mede a reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
azul de formazano pelas células vidveis. Para isso, as células foram semeadas em 200 pl de meio
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celular completo em placas de 96 pogos. A densidade celular foi de 2 x 10* células (MDA-MB-
231) viaveis por poco. As células ficaram a aderir durante 24 h, seguindo-se a adicdo das varias
dilui¢cdes em meio (200 pl) do composto em ensaio. O composto em ensaio foi primeiramente
solubilizado em DMSO (compostos C2, C3a, C3b, C5, C6, L7, L8b e L9) e depois no meio
celular e adicionado as células em concentragdes 1-100 uM. As concentragdes finais de DMSO
no meio foram inferiores a 0.5 %. Apds AS 48 h de incubacdo, 37 °C/5% CO2, o meio foi
substituido por 200 ul da solugdo de MTT (0.5 mg/ml em tampéo fosfatos-PBS). Apos 3-4 h de
incubacdo, a solugdo de MTT foi removida e os cristais de formazano formados pelas células
vidveis foram dissolvidos em DMSO (200 nl). A viabilidade celular foi avaliada medindo a
absorvancia a 570 nm, usando o espectrofotometro de placas. A citotoxicidade do composto em
ensaio foi quantificada calculando a concentracdo de droga gue inibe o crescimento de 50 % das
células (ICso) (GraphPad Prism software).

4.3.Parte Experimental

4.3.1Sinteses e caracterizacdo de compostos organicos

R

pNo NG
Sintese do composto L1# N

Num baldo de 1L dissolveu-se 54.6 g (0.15 mol) de Ni(ClO4),.6H>0 em 400 mL de agua destilada.
Apos dissolucéo, adicionou-se 27.4 mL de 1,5,8,12-tetrazadodecano. A solucdo adquiriu uma cor
vermelho-acastanhada e deixou-se em agitacdo durante 15 minutos. Colocou-se o baldo num
banho de gelo a 5°C, tendo sido posteriormente adicionado 22 mL (0.2 mol) de uma solucéo
aquosa de glioxal a 40%. Depois de terminada a adi¢éo, removeu-se 0 banho de gelo e deixou-se
reagir durante 16 horas. Colocou-se a mistura reacional a 5°C, num banho de gelo, e adicionou-
se lentamente 11 g de NaBH.. Removeu-se o banho de gelo e refluxou-se a solugéo a 90°C, por
forma a dissolver todo o produto e filtrou-se a quente. A um baldo de 1L contendo 29.1 g de
NaCN, adicionou-se o filtrado e deixou-se refluxar durante 2 horas. Deixou-se a solu¢do em
agitacdo até atingir a temperatura ambiente e adicionou-se 15 g de NaOH. Evaporou-se o solvente
e removeu-se 0 sélido para um filtro. Adicionou-se 100 mL de CHCls, mexeu-se vigorosamente
para promover a extracdo e filtrou-se. Separou-se a fase aquosa e extraiu-se com 300 mL de
CHCls. Juntaram-se todos os extratos de cloroférmio e adicionou-se Na,SOs. Filtrou-se a solugdo
e evaporou-se o solvente a secura. Dissolveu-se 0 s6lido num volume minimo de clorobenzeno e
refluxou-se durante 20 minutos. Arrefeceu-se a solucdo para obrigar a precipitar o produto.
Filtrou-se e lavou-se o solido resultante com Et,O. O rendimento global da reacédo foi de 70%.

RMN H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 1.69 (m, 4H, B-CH,), 2.48 (b, 4H, NH), 2.64 (s,
8H, 0-CHy), 2.71 (t, 8H, a-CHo).

FTIR (KBr, cm): 3267 e 3184 (vnuh).
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Sintese do composto L2523

Dissolveu-se 1.67 g (8.33 mmol) de ciclama, L1, em 90 mL de &gua destilada. Colocou-se a
mistura num banho de gelo a 0°C e adicionou-se rapidamente 1.25 mL (2 equiv.) de uma solucéo
aquosa de formaldeido a 37%. Ap6s 2 minutos formou-se um precipitado branco e deixou-se a
reagir durante 2 horas. Apos filtragéo, o sélido foi lavado com &gua destilada. Secou-se em vacuo
e obteve-se 0 composto com um rendimento de 90%.

RMN *H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): 5 (ppm) 1.14 (m, 2H, B-CH,), 2.20 (m, 2H, p-CH,), 2.34
(s, 4H, 0-CHy), 2.59 (td, 4H, 0-CHy), 2.70 (m, 4H, a-CHy), 3.11 (m, 4H, a-CH,), 2.86 (d, 2H, N-
CH,-N), 5.40 (d, 2H, N-CH,-N).

o
Br
N__NTR
Rv[ﬁ::ij R=—{) L3a
o

Sintese do composto L.3a%5  Br

A 1.5 g (6.7 mmol) de L2, adicionaram-se 45 mL de CH3sCN e deixou-se a solucéo sob agitacéo.
Adicionou-se rapidamente 1.6 mL (2 equiv.) de brometo de benzilo. Apds uns minutos formou-
se um precipitado branco. Deixou-se a solugdo sob agitacdo durante 24 horas. Filtrou-se e lavou-
se 0 sOlido com CH3CN. Secou-se e obteve-se o composto sob a forma de um sélido branco com
um rendimento de 88 %.

RMN !H (D0, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 1.85 (d, 2H, B-CH>), 2.41 (m, 2H, a-CH,), 2.56 (d,
2H, B-CHy), 2.91-3.41 (14H, a-CH>), 4.42 (t, 2H, N-CH,-N), 5.51 (t, 2H, N-CH,-N), 7.53 (b, 10H,
Ph), sendo que os protbes benzilicos ndo sdo observados devido a estarem sobrepostos com o
sinal do solvente.

S}
Br

N_._N_R

®) R= —{ )-cF; L3b
Rv[ﬁl)/\Nj R o

o

Sintese do composto L3ps3%  Br

A 2.57g (11.5 mmol) de L2, adicionaram-se 80 mL de CH3sCN e deixou-se a solugéo sob agitacao.
Adicionou-se rapidamente 5.77 g (24.1mmol, 2 equiv.) brometo de 4-(trifluorometil)benzilo.
Apobs uns minutos formou-se um precipitado branco. Deixou-se a solucdo sob agitacdo durante
24 horas. Filtrou-se e lavou-se o sélido com CH3;CN. Secou-se e obteve-se 0 composto sob a
forma de um sélido branco com um rendimento de 35 %.
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Analise calculada para CasHssBraFsN4: C, 47.88; H, 5.17; N, 7.98. Experimental: C, 47.60; H,
5.18; N, 7.99.

©
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Br

Sintese do composto L3¢*

A 2.15¢9(9.58 mmol) de L2, adicionaram-se 80 mL de CHsCN e deixou-se a solucdo sob agitacao.
Adicionou-se rapidamente 5 g (19.2 mmol, 2 equiv.) de brometo de 2,3,4,5,6-pentafluorobenzilo.
Apo6s uns minutos formou-se um precipitado branco. Deixou-se a solucao sob agitacdo durante
24 horas. Filtrou-se e lavou-se o sélido com CH3CN. Secou-se e obteve-se 0 composto sob a
forma de um s6lido branco com um rendimento de 14%.

Andlise calculada para CzH2sBr2FioN4.(H20)2: C, 41.84; H, 3.78; N, 7.51. Experimental: C,
39.78; H, 3.68; N, 7.62.

NH N_R

() rR=—) L4a

R_N HN
Sintese do composto L4a%%

Dissolveu-se 1.0 g (1.8 mmol) de L3a no volume minimo de adgua destilada. Preparou-se uma
solucdo aquosa de NaOH de modo a que depois de realizada a adi¢do a solucdo de L3a ficasse
com uma concentra¢do 3 M num volume final de 600 mL. Deixou-se sob agitacdo durante 3 horas.
Extraiu-se com CHCl; e adicionou-se, ao extrato, MgSQg anidro. Filtrou-se a solucéo e evaporou-
se 0 solvente a secura. O 6leo obtido depois de tratado em azoto liquido originou o produto sob a
forma de um sélido branco. O rendimento desta reacédo foi quantitativo.

RMN 'H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 1.87 (m, 4H, B-CH,), 2.52-2.80 (16H, a-CH>),
3.63 (s, 4H, PhCHy), 5.36 (b, 2H, NH), 7.26 (b, 10H, Ph) RMN 3C{*H} (CDCls, 300.1 MHz,
296 K): & (ppm) 24.6 (B-CH.), 47.7,48.3, 50.6 € 51.2 (a-CH>), 59.2 (PhCH>), 127.4, 128.3, 129.5
e 137.5 (C aromaticos)

FTIR (KBr, cm™): 3240 (vn-n), 2900-3100 (vc-4, aromatico).

NH N R

[ ] R= @CFs L4b

R _N HN
Sintese do composto L4b%253

Dissolveu-se 7.30 g (10.39 mmol) de L3a no volume minimo de &gua destilada. Preparou-se uma
solucdo aquosa de NaOH de modo a que depois de realizada a adi¢éo a solucdo de L3a ficasse
com uma concentra¢do 3 M num volume final de 600 mL. Deixou-se sob agitacdo durante 3 horas.
Extraiu-se com CHCl; e adicionou-se, ao extrato, MgSOs anidro. Filtrou-se a solucéo e evaporou-
se 0 solvente a secura. O 6leo obtido depois de tratado em azoto liquido originou o produto sob a
forma de um s6lido branco. O rendimento desta reacao foi de 41%.
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RMN *H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 7.50 (d, 4H, m-Ph) 7. 39(d, 4H, o-Ph), 3.71 (s,
4H,PhCH2N), 2.80 (bossa, 2H, NH), 2.73-2.68 (sobreposicéo, 8H total, 4H, [C3]CH:N, 4H,
[C2]CH2N), 2.57 (m, 4H, [C2]CH:N), 2.51 (M, 4H, , [C3]CH:N),1.82 (m, 4H, CH,CH>CH>).

Analise calculada para CzsHs:NasFs: C, 60.45; H, 6.63; N, 10.85. Experimental: C, 59.69; H,
6.62; N, 10.67.

FTIR (KBr, cm): 3316 (vor), 1321 (veas).

NH NOR R F
[ j R= ‘QF L4c
R_N HN e
Sintese do composto L4c>2% N

Dissolveu-se 1.40 g (1.86 mmol) de L3a no volume minimo de agua destilada. Preparou-se uma
solucdo aquosa de NaOH de modo a que depois de realizada a adi¢éo a solucdo de L3a ficasse
com uma concentra¢do 3 M num volume final de 600 mL. Deixou-se sob agitacdo durante 3 horas.
Extraiu-se com CHCl; e adicionou-se, ao extrato, MgSQa anidro. Filtrou-se a solucéo e evaporou-
se 0 solvente a secura. O 6leo obtido depois de tratado em azoto liquido originou o produto sob a
forma de um sélido branco. Com um rendimento de 82%.

RMN *H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 3.82 (s, 4H,PhCH2N), 2.71 (m, 4H, [C3]CH2N),
2.66 (M, 4H, [C2]CH2N),2.57e2.44 (sobreposicio, 10H total, 4H, [C3]CH2N, 4H, [C2]CH2N e
2H, NH), 1.83 (m, 4H, CH2CH2CH2). RMN ®C{*H} (CDCI3, 75.5 MHz, 296 K): 5 (ppm) 144.2
(m, PACH2N), 141.6 (m, PhCH2N), 139.1 (m, PACH2N), 110.0 (t, i-PhCH2N), 53.8 ([C3]CH2N
ou [C2] CH2N), 52.0 ([C3]CH2N ou [C2]CH2N), 50.1 ([C3]CH2N), 47.7 ([C2] CH2N), 44.6
(PhCH2N), 26.3 (CH2CH2CH?2).

Analise calculada para CasHzsN4F10: C, 51.43; H, 4.68; N, 10.00. Experimental: C, 51.39; H,
4.88: N, 9.90.

FTIR (KBr, cm): 3316 (V).

Sintese do composto L5a

n
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Pesou-se 264 mg (7x10“mol) de L4a, 85.6 mg (7x10*mol) de DMAP e 1 g (7x10° mol) de L-
lactideo para um Schlenk. Aqueceu-se a mistura reacional a 120 °C em agitacéo, por 30 minutos.
Ao fim desse tempo parou-se a reacdo com adicdo de 40 mL de uma mistura de &gua e metanol
(2:1) (v:v). O composto foi transferido para um baldo, sob agitacdo, contendo a mesma mistura
com o auxilio de diclorometano para o solubilizar. A seguir foi evaporado o solvente na totalidade,
e 0 composto foi lavado sucessivas vezes com éter dietilico frio para remocéo de impurezas e/ou
reagentes.

< L5a

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo.n, PLA); 2900-3100 (ve.t, aromético); 1700-1900 (ve-o, PLA).

38



Sintese do composto L5b

n
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L

Pesou-se 361 mg (3.5x10*mol) de L4b, 85.6 mg (7x10*mol) de DMAP e 1 g (7x10-*mol) de L-
lactideo. Aqueceu-se a mistura reacional a 120°C em agitacao, por 30 minutos. Ao fim desse
tempo parou-se a reacdo com adicao de 40 mL de uma mistura de agua e metanol (1:1) (v:v). O
composto foi transferido para um baldo, sob agitacdo, contendo a mesma mistura com o auxilio
de diclorometano para o solubilizar. A seguir foi evaporado o solvente na totalidade, e 0 composto
foi lavado sucessivas vezes com éter dietilico frio para remogao de impurezas e/ou reagentes.

—{ )-cF; L5b

FTIR (KBr, cm): 33003600 (vo,PLA); 2900-3100 (vc.+, aromatico); 1700-1900 (vc=o, PLA).

Sintese do composto L5c
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Pesou-se 393 mg (7x10*mol) de L4c, 85.6 mg (7x10“mol) de DMAP e 1 grama (7x10-3mol) de
L-lactideo. Aqueceu-se a mistura reacional a 120°C em agitacao, por 30 minutos. Ao fim desse
tempo parou-se a reacdo com adigdo de 40 mL de uma mistura de agua e metanol (1:1) (v:v). O
composto foi transferido para um bal&o, sob agitagdo, contendo a mesma mistura com o auxilio
de diclorometano para o solubilizar. A seguir foi evaporado o solvente na totalidade, e 0 composto
foi lavado sucessivas vezes com éter dietilico frio para remogao de impurezas e/ou reagentes.

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo.r,PLA); 1700-1900 (vc-o, PLA).

st
Oy
Sintese do composto L6 o

Foram colocados 3 g (7.9 mmol) de L4a num baldo de 500 mL contendo 150 mL de metanol.
Seguidamente, adicionou-se 2.15 mL (23.7 mmol) de acrilato de metilo e refluxou-se durante 4
horas. Ao fim desse tempo, deixou-se arrefecer & temperatura ambiente e colocou-se no frigorifico
para que o produto precipitasse. Por fim filtrou-se o produto e lavou-se com metanol frio. Apés a
lavagem do produto, secou-se em vacuo num Schlenk. O rendimento da reacgdo foi de 75%.
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RMN !H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 7.33-7.24 (sobreposi¢do, 10H total, Ph), 3.57 (s,
4H, CHyPh), 3.47 (sobreposi¢do, 8H total, 4H, a-CH; e 4H, -CH>), 2.68 (m, 4H, [C2]CH:N),
2.60 (s, 6H, OCHg), 2.53-2.48 (sobreposicao, 8H total, 2x[C3]CH2N), 2.39 (m, 4H, [C2]CH:N),
1.69 (m, 4H, CH,CH,CHy). RMN C{*H} (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 173.2 (CO),
129.3 (0-Ph ou m-Ph), 128.3 (i-Ph e (0-Ph ou m-Ph), 127.2 (p-Ph), 59.6 (CH.Ph), 51.5
([C3]CH:2N), 51.4 ([C3]CH2N), 50.9 (a-CH2 e B-CH2), 50.7 (OCHs), 50.2 ([C2]CH:N), 32.2
([C2]CH:N), 23.7 (CH2CH2CH,).

FTIR (KBr, cm™):
Analise calculada para C3:HssN4O4: C, 69.53; H, 8.75; N, 10.14. Experimental: C, 69.45; H,

9.08; N, 10.16.
/\/\ ‘/\
HO [N Nj\©

N N_~_OH

L7

Sintese do composto L7

Pesou-se 3 g (5.8 mmol) de L6 num baldo de 500 mL e dissolveu-se em 150 mL THF.
Seguidamente, adicionou-se gota-a-gota, uma solucédo de THF contendo 1.22 g (32 mmol) de
LiAlH4 e refluxou-se durante a noite. No dia seguinte, ap6s retirar do refluxo, destruiu-se o
excesso de LiAlH4 que ndo reagiu com uma solucéo de 10% tartarato de sédio e 5% de hidroxido
de sodio, gota-a-gota. Extraiu-se com éter dietilico e adicionou-se sulfato de magnésio anidro.
Apos filtrar, a solu¢do contendo o composto foi levada ao evaporador rotativo para se retirar o
maximo de solvente e posteriormente seca em vacuo. O produto foi obtido com um rendimento
de 77%

RMN !H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 7.33-7.26 (sobreposicdo, 10H total, Ph), 4.76 (s,
2H, OH), 3.69-3.64 (sobreposic¢do, 8H total, 4H, y-CH; e 4H, CH,Ph), 2.55-2.48 (sobreposicéo,
12H total, 4H, [C3]CH2N e 8H, 2x[C2]CH2N), 2.36 (m, 4H, [C3]CH:N), 2.27 (t, J=5 Hz, 4H, o-
CHy), 1.85 (m, 4H, CH,CH,CH,), 1.57 (m, J = 5 Hz, 4H, B-CH,). RMN C{*H} (CDClIs, 300.1
MHz, 296 K): § (ppm) 136.6 (i-Ph), 130.3 (0-Ph ou m-Ph), 128.3 (0-Ph ou m-Ph), 127.4 (p-Ph),
60.1 (y-CH2),59.2 (CH2Ph), 52.0 ([C3]CH2N), 50.3 ([C3]CH:zN ou [C2]CH:2N), 49.6 ([C3]CH:N
ou [C2]CH:2N), 49.2 ([C3]CH:N ou [C2]CH2N), 48.3 (a-CHy>), 28.2 (B-CH>), 24.1 (CH,CH2CHy).

Analise calculada para CzHasN4O,: C, 72.54; H, 9.74; N, 11.28. Experimental: C, 71.45; H,
10.12; N, 11.15.

FTIR (KBr, cm™): 3300-3600 (vo.); 2900-3100 (ve., aromético); 1700-1900.
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Sintese do composto L8a !

Pesou-se 345 mg (7.00x10* mol) de L7, 86 mg (7.00x10 mol) de DMAP e 1.00 g (7.00x10®
mol) de L-lactideo. Aqueceu-se a mistura reacional a 120 °C em agitacao, por 30 minutos. Ao fim
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desse tempo parou-se a reacdo com adicdo de 40 mL de uma mistura de dgua e metanol (1:1)
(v:v). O composto foi transferido para um baldo, sob agitacdo, contendo a mesma mistura com o
auxilio de diclorometano para o solubilizar. A seguir foi evaporado o solvente na totalidade, e o
composto foi lavado sucessivas vezes com éter dietilico frio para remocéo de impurezas e/ou
reagentes. O rendimento da reacdo foi de 80%.

RMN !H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 7.31-7.26 (sobreposicdo, 10H total, Ph), 5.22-
5.10 (m, 14H total, 12H, a-CH e 2H, a’’-CH), 4.35 (m, 2H, a’-CH), 4.10 (m, 4H, y-CH>), 3.54 (s,
4H, CHPh), 2.58-2.37 (sobreposi¢do, 20H total, 8H, [C3]CH2N, 8H, [C2]CH:N ¢ 4H, a-CHy),
1.68-1.46 (sobreposi¢do, 54H total, 4H, B-CH,, 36H, b-CHs, 6H, b’-CHs, 6H, b’’-CH3 e 4H,
CH2CH,CH3). RMN C (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 175.3 (CO), 170.1 (CO), 169.7
(CO), 139.8 (i-Ph), 129.1 (0-Ph ou m-Ph), 128.3 (0-Ph ou m-Ph), 127.1 (p-Ph), 69.4 (a’’-CH),
69.2 (a-CH), 66.8 (a’-CH), 64.1 (y-CH), 59.8 (CH2Ph), 51.5 (JC3]CH:N ou [C2]CH2N), 51.5
(IC3]CH2N ou [C2]CH2N), 51.2 ([C3]CH2N ou [C2]CH:N), 51.0 ([C3]CH:N ou [C2]CH:N), 50.6
(a-CH>), 26.4 (B-CH>), 23.6 (CH,CH2CHy>), 20.7 (b’-CHs3), 16.9 (b’’-CHj3), 16.8 (b-CHs).

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo.4,PLA); 2900-3100 (vc., aromético); 1700-1900 (ve-o, PLA).

"y M&ﬁ 0y

Pesou-se 345 mg (7.00x10 mol) de L7, 86 mg (7.00x10* mol) de DMAP e 2.00 g (3.50x10?
mol) de L-lactideo. Aqueceu-se a mistura reacional a 120°C em agitagdo, por 30 minutos. Ao fim
desse tempo parou-se a reacdo com adi¢do de 40 mL de uma mistura de agua e metanol (1:1)
(v:v). O composto foi transferido para um baldo, sob agitagdo, contendo a mesma mistura com o
auxilio de diclorometano para o solubilizar. A seguir foi evaporado o solvente na totalidade, e o
composto foi lavado sucessivas vezes com éter dietilico frio para remocdo de impurezas e/ou
reagentes. O rendimento da reagdo foi de 80%.

Sintese do composto L8b

RMN !H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 7.31-7.26 (sobreposicéo, 10H total, Ph), 5.19-
5.05 (m, 34H total, 32H, a-CH ¢ 2H, a’’-CH), 4.35 (m, 2H, a’-CH), 4.10 (m, J = 4 Hz, 4H, v-
CHy), 3.52 (s, 4H, CH.Ph), 2.55-2.32 (sobreposicédo, 20H total, 8H, [C3]CH2N, 8H, [C2]CH2N e
4H, a-CHy), 1.66-1.45 (sobreposigdo, 116H total, 4H, p-CH>, 96H, b-CHs, 6H, b’-CHs, 6H, b’’-
CHjs e 4H, CH,CH,CH>). RMN C (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 175.3 (CO), 170.1
(CO), 169.7 (CO), 139.8 (i-Ph), 129.0 (0-Ph ou m-Ph), 128.3 (0-Ph ou m-Ph), 127.0 (p-Ph), 69.4
(a’’-CH), 69.1 (a-CH), 66.8 (a’-CH), 64.2 (y-CH>),59.9 (CH2Ph), 51.6 ([C3]CH2N ou [C2]CH:N),
51.5 ([C3]CH2N ou [C2]CH:N), 51.4 ([C3]CH2N ou [C2]CH:N), 51.2 ([C3]CH2N ou [C2]CH:N),
50.8 (a-CHy), 26.6 (B-CH2), 23.6 (CH2CH.CH>), 20.7 (b’-CHa), 16.9 (b’’-CH3), 16.8 (b-CHj).

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo-n,PLA); 2900-3100 (vc.n, aromatico); 1700-1900 (vc-o, PLA).

Andlise calculada para Ci3sH192N4O74: C, 53.62; H, 6.26; N, 1.81. Experimental: C, 53.06; H,
1.97; N, 6.26.
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Colocou-se 43.4 mg (3.50x10° mol) do fosfano P(CH>OH)s; num Schlenk, de seguida adicionou-
se mais 1.50g (10,5x10* mol) de L-lactideo e por ultimo adicionou-se 42.8 mg (3.50x10- mol)
do catalisador DMAP. Misturou-se ao maximo para ficar o mais homogénio possivel e deixou-se
a reagir a 120°C durante 25 minutos. Ao fim desse tempo, retirou-se o aquecimento e parou-se a
reacdo com cerca de 40 mL de uma mistura de 4gua e metanol (1:1) (v:v). O composto obtido foi
transferido para um baldo, sob agitacdo, contendo a mesma mistura de solventes com o auxilio de
diclorometano para solubilizar o produto. O solvente foi evaporado na totalidade e o composto
foi lavado sucessivas vezes com éter dietilico para remocdo de impurezas e/ou reagentes. O
rendimento da reacéo foi de 80%.

Sintese do composto L9

RMN !H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 5.21-5.10 (m, 39H total, 36H, a-CH ¢ 3H, a’’-
CH), 4.61-4.47 (m, 6H, CH>), 4.35 (m, 3H, a’-CH), 1.68-1.46 (sobreposicdo, 126H total, 115H,
b’-CHs, 9H, b’’-CH3). RMN BC{*H} (CDClIs, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 175.3 (CO), 169.7
(CO), 69.2 (a’’-CH), 66.2 (a-CH), 66.9 (a’-CH), 59.8 (CH>), 20.7 (b’-CHj3), 16.9 (b’’-CH3), 16.8
(b-CH3). RMN 3P (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) -30.0.

FTIR (KBr, cm?): 3300-3600 (vo-n,PLA); 2900-3100 (vc.n, aromatico); 1700-1900 (vc-o, PLA).
Analise calculada para Cy73H3690183P: C, 49.61; H, 5.63. Experimental: C, 49.11; H, 5.73.
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4.3.2. Sinteses e caracterizacdo dos complexos metélicos

Sintese do complexo C1 [Fe(n°-CsHs)(CO).11*®

Dissolvou-se 1.58 g (4.24x10* mol) de [Fe(n®>-CsHs)(CO).]. em 50 mL de cloroférmio. A esta
solucdo adicionou-se 1.5 g de iodo metalico e deixou-se a refluxar durante 50 minutos. Apo6s
retirar o refluxo foi feita uma extracéo liquido-liquido com uma solug&o de 100 mL de tiossulfato
de sddio 1.3 M. Apds a evaporacao da fase organica o produto foi lavado cinco vezes com
n-hexano e por fim recristalizado com uma mistura CHCls/n-heptano. O rendimento foi de 75%.

RMN *H (Acetona-d®, 300.1 MHz, 296 K): § (ppm) 5.28 (s, 5H, (n°-CsHs)).
FTIR (KBr, cm™): 2900-3100 (vc.n, aromatico); 1900-2100 (ve=o).

Sintese do complexo C2 [Fe(n®-CsHs)(CO)2(L9)][BF]

Pesou-se 303.9 mg (2x10* mol) de [Fe(n>-CsHs)(CO).I] e dissolveu-se em 30 mL de
cloroférmio. Adicionou-se a solugéo 650 mg (2x10*mol) de L9 e 77.6 mg (4x10*mol) de AgBF..
Deixou-se a agitar no escuro durante toda a noite e no dia seguinte a solu¢do que estava
avermelhada foifiltrada duas vezes. Evaporou-se o solvente e o produto resultante foi
recristalizado mais duas vezes com uma mistura CH,Cl»/n-hexano. Depois de cada recristaliza¢éo
o produto foi filtrado e seco sob vacuo.

RMN H (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 5.31-5.10 (sobreposicdo, 53H total, 45H, a-CH e
3H, a’’-CH, 5H, (n°-CsHs)), 4.98-4.80 (m, 6H, P-CH;), 1.75-1.40 (sobreposicdo, 144H total,
135H, b’-CHs, 9H, b’’-CHs). RMN C (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) 209.1 (Fe-CO),
17.0 (a”’-CO(PLA)), 169.8 (a’~-CO(PLA)), 169.4(a-CO(PLA)), 85.0 (n°-CsHs), 57.7 (CH.), 17.0
(b’-CHs, b-CHj3), 16.1 (b>>-CHs). RMN 3P (CDCls, 300.1 MHz, 296 K): & (ppm) -3.85(d-d,
P-CH>).

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo-n,PLA); 2900-3100 (vc-4, aromatico); 2000-2100 (vc=o);
1700-1850 (vc=o, PLA); 1000-1200 (vg-f).

Andlise calculada para CisaH2060101FeBF4P: C, 4.51; H, 5.24. Experimental: C, 46.58; H, 5.44.

Sintese do complexo C3a [FeClx(L7)]

Colocou-se a reagir 63 mg (0.5 mol) de FeCl, com 248 mg (0.5 mol) do composto L7 em metanol
em refluxo durante toda a noite. No dia seguinte a solugdo tinha uma cor ligeiramente amarelada.
Filtrou-se a solucdo, lavou-se com n-hexano e depois colocou-se o produto obtido a recristalizar
em metanol num cristalizador em forma de U. O solido obtido, foi filtrado e seco sob vécuo.

Andlise calculada para CsHasNsO-ClyFe: C, 53.84; H, 8.16; N, 8.10. Experimental: C, 53.77;
H, 8.13; N, 8.15.

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo.+); 2900-3100 (vc.+, aromatico).
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Sintese do complexo C3b [FeClx(L8b)]

Colocou-se a reagir 20.5 mg (1.64x10*mol) de FeCl, com 500 mg (1.64x10*mol) do composto
L7 em THF sob refluxo durante toda noite. No dia seguinte filtrou-se a solucéo, lavou-se o
produto obtido com n-hexano e deixou-se a secar sob vacuo.

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo-n,PLA); 2900-3100 (vc-4, aromatico); 2000-2100 (vc=o);
1700-1850 (vc=o0, PLA).

Analise calculada para Ci3sH102N4O74CloFe: C, 50.94; H, 6.07; N, 1.72. Experimental: C,50.25;
H, 6.11; N, 1.67.

Sintese do complexo C4 [Fe(CH3CN)g][BF4].*°

Colocou-se a reagir 255 mg (4.32 mmol) de ferro metalico com 1 g de NOBF, (8.64 mmol) em
50 ml de acetonitrilo, a temperatura ambiente. Durante a reagcdo foram feitos alguns ciclos de
vacuo/nitrogénio e deixou-se o Schlenk sob vacuo estatico para deslocar o equilibrio da reacdo
uma vez que ha libertagdo de NO. Deixou-se a reagir durante a noite e no dia seguinte filtrou-se
a solugdo. Evaporou-se para concentrar a solucdo e forcou-se a formacdo de solido por
recristalizacdo usando a técnica de dupla camada por difuséo lenta de solvente utilizando para tal
acetonitrilo como solvente e o éter dietilico como co-solvente. Deixou-se no frigorifico a -20°C
até a formar um precipitado, que foi filtrado, lavado com éter dietilico frio e seco em vacuo.

FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo+,PLA); 2900-3100 (vch, aromatico); 2000-2100 (veo);
1700-1850 (vc=o, PLA); 1000-1200 (ve.r).

Sintese do complexo C5 [Fe(L7)](BF.).

A sintese deste complexo foi feita a partir de 238 mg (0.5 mmol) do complexo
[Fe(CH3CN)s](BF4)2 e de 248 mg (0.5 mmol) do composto L7 em metanol sob refluxo durante
toda a noite. No dia seguinte houve uma ligeira alteragdo da cor da solucéo. Apds arrefecimento,
a solucdo foi filtrada, o solvente evaporado e o produto obtido lavado com n-hexano. O composto
foi dissolvido em metanol e colocado a recristalizar a -20 °C. O precipitado foi filtrado e seco sob
Vacuo.

FTIR (KBr, cm™): 3300-3600 (vo-1,PLA); 2900-3100 (vc.n, aroméatico); 1000-1200 (ve).

Analise calculada para CsHssN4O2BoFsFe: C, 47.84; H, 6.82; N, 7.44. Experimental: C, 47.92;
H, 6.95; N, 7.44.

Sintese do complexo C6 [Cu(L7)](CHsCOO),

Dissolveu-se 135.6 mg (0.2 mmol) de Cu(CHsCOO), H,O em metanol, sob agitagéo, e a seguir
adicionou-se 99.2 (0.2 mmol) de L7. A mistura reacional foi refluxada durante toda a noite. No
dia seguinte, retirou-se a agitacao, filtrou-se 0 composto e evaporou-se o solvente a secura. O
produto foi lavado sucessivas vezes com n-hexano e apés secar, foi recristalizado com uma
mistura metanol/n-hexano. O produto foi filtrado novamente e seco sob vécuo.
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FTIR (KBr, cm): 3300-3600 (vo-n,PLA); 2900-3100 (vc-4, aromatico); 2000-2100 (vc=o);
1700-1850 (vc=0, PLA); 1500-1700 (c-0,acetato); 1300-1400 (c-o,acetato).

Analise calculada para CssHssN4OsCu: C, 59.74; H, 8.75; N, 8.10. Experimental: C, 59.04; H,
8.76; N, 8.15.
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5 - EXECUGAO FINANCEIRA, REGRAS DE SEGURANCA E CUIDADOS

AMBIENTAIS

5.1. Execucdo Financeira

De forma a apresentar todos os custos envolvidos na tese do mestrado em Quimica Tecnoldgica,
apresenta-se resumidamente na tabela seguinte os gastos relacionados com a execucéo do trabalho

laboratorial, solventes, analises, etc.

Tabela 6 - Tabela de gastos do Mestrado em Quimica Tecnoldgica

Valor Qt. Custo PT
Solventes Qt. © Utilizada ©
Acetonitrilo. Sigma. 99.5% 25L 152 1L 60.8
Dietil Eter. Sigma. 99.8% 25L 101 1L 40.4
Diclorometano. Sigma. 99.9% 25L 52.2 1L 20.9
Cloroférmio. Sigma. 99.5% 25L 105 1L 42
Tolueno. Sigma. 99.8% 1L 99 0.2L 20
n-Hexano. Sigma. 99.0% 25L 46.5 1L 46.5
Acetona-ds. CIL. 99.8% 25¢ 117 10g 46.8
Cloroférmio-d;. CIL. 99.8% 50¢ 22 30g 13.2
Valor t. Custo PT
Reagentes Qt. © U tiﬁza da ©
Cloreto de ferro (I1). Sigma 98% 25¢ 90.1 29 7.2
lodeto de dicarbonilo ciclopentadienilferro.
Sigma 970/5 59 | 124 29 49.6
Tetrafluoroborato de prata. Sigma. 98% 1lg 30.6 04¢g 12.24
L-lactideo. Sigma 25¢ 54.6 20¢g 43.68
Perclorato de Niquel(ll) hexahidratado. Sigma | 500 g 230 60 g 27.6
1,5,8,12-tetrazadodecano. Sigma . 94% 100mL | 19.8 30 mL 5.94
Hidroxido de sddio. Sigma 500 ¢ 53.1 250 ¢ 26.55
Brometo de benzilo. Sigma 98% 25¢ 20.8 12 g 9.98
Boro-hidreto de sodio. Sigma 99% 100 g 171 11g 18.11
Sulfato de magnesio anidro. Sigma 99.5% 5009 54.7 200 ¢ 21.88
Acrilato de metilo. Siga 99% 1L 37.4 15mL 0.57
DMAP. TCI. 99% 25¢ 35.8 lg 1.4
. Valor Qt. Custo PT
Analises Qt 1 © | utilizada ©)
RMN lh 5 50 h 250
Anélise Elementar 1 15 14 210
Precosem IVA| 975.35
IVA (23%)| 224.33
Total| 1199.68
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Ao custo total ndo foram contabilizados nem os gastos relativos ao material corrente de
laboratério (ex. Schlenks, goblés, balanca, caixa de luvas, linha de vacuo, etc), nem os gastos
relativos a luz, 4gua, nitrogénio liquido e canalizado, tratamento dos residuos, e os gastos dos
estudos celulares.

5.2. Regras de seguranca
Durante todo o trabalho foram sempre utilizados os EPIs (Equipamento de Protecdo Individual)
necessarios e adequados ao trabalho realizado no laboratério.

Todos os reagentes (solventes, materiais de partida, produtos intermédios e produtos finais)
considerados perigosos/toxicos foram sempre manuseados dentro de uma hotte e sempre com o
auxilio dos equipamentos de prote¢io individual (EPI’s) necessarios tais como bata, luvas, éculos
de protegdo e calcado adequado. Em alguns casos, 0 uso de solventes como o cloroférmio,
metanol, diclorometano e éter (que sdo considerados muito perigosos tanto ao organismo como
para o ambiente) foi necessério, visto ndo haver nenhum outro solvente adequado para substitui-
los nas situac6es onde foram utilizados.

Além disso, uma vez dentro do laboratdrio, as regras de seguranga presentes no Manual de
Seguranca em laboratorios foram sempre seguidas através da utilizacdo de bata e dculos de
protecdo, mesmo quando ndo Se estavam a manipular reagentes perigosos.

5.3. Cuidados Ambientais

Séao produzidos varios residuos quimicos num laboratério diariamente, € portanto necessario que
haja consciencializacdo para os perigos dos mesmos para 0 meio ambiente. Ao longo deste
projeto, todos os residuos quimicos foram adequadamente separados em frascos de recolha
préprios, e devidamente rotulados como Residuo Hospitalar Liquido Perigoso (RHLP) de acordo
com a Lista Europeia de Residuos e de acordo com os seguintes grupos de residuos:

- Solventes organicos ndo-halogenados (&lcoois, hidrocarbonetos);

- Solventes organicos halogenados (cloretos, brometos, iodetos organicos liquidos e/ou em
solucéo);

- Solugdes contendo metais.

Além dos residuos liquidos, também os residuos sélidos, englobados no grupo IV dos Residuos
Hospitalares — Residuos Hospitalares Especificos (segundo o despacho N° 242/96 do ministério
da saude), foram separados no respetivo contentor vermelho (possuindo um saco vermelho),
incluindo qualquer residuo sélido contaminado com substancias quimicas.
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6 - CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

A quantidade de plasticos que é produzida e desperdicada no dia-a-dia tem motivado cada vez
mais investigadores a utilizarem novas matérias-primas provenientes de fontes renovaveis em
detrimento do petroleo. De acordo com os dados da literatura, com as estimativas de mercado e
com o desenvolvimento de novos métodos e processos de producgdo na inddstria quimica, pensa-
se que até 2020 muito ird mudar no que diz respeito a industria dos plésticos. O grande “boom”
do mercado dos biopolimeros ja se iniciou e este mercado, que até ha pouco tempo era um nicho,
jando é.

O Polilactideo (PLA) é visto como um potencial substituto de alguns dos plésticos provenientes
do petrdleo. Para além de poder ser produzido a partir de fontes renovaveis, € biodegradavel e
biocompativel. Mas ainda hd muito para mudar, pois a sua grande producéo a escala industrial é
feita a partir de catalisadores metalicos. Neste &mbito, a literatura descrevendo a organocatalise
do Lactideo (LA) ja é vasta, no entanto ainda ndo existe aplicacdo industrial. Desta forma, um
dos objetivos desta dissertacdo de Mestrado foi realizar a organocatélise do LA usando a DMAP
como catalisador/ativador. Na area das aplicacbes biomédicas este pode ser um passo
determinante, uma vez que eliminamos assim qualquer vestigio de contaminantes metalicos da
formulacéo final.

Com este trabalho foi possivel verificar que a DMAP é capaz de polimerizar de forma quantitativa
em cerca de 30 minutos o LA usando como iniciador &lcoois primarios e aminas secundarias. No
primeiro caso, verificou-se que utilizando o tris(hidroximetil)fosfano como iniciador, se obtém o
PLA funcionalizado com o fosfano para posterior coordenacao ao centro metélico. Através do
calculo de DP, verificou-se que todos 0s —OH do fosfano originaram uma cadeia de polimero. Em
termos de catalise, isto é vantajoso, uma vez que se tem o crescimento simultaneo de trés cadeias
de polimero, havendo por isso uma economia de catalisador. De futuro, é pertinente verificar se
esta polimerizagdo ¢é “viva” através da introdu¢do de mais monomero do final da reagdo e/ou
adicdo de um novo mondémero para se formar um copolimero. Verificou-se também que aminas
secundarias podem apresentar um grande potencial como iniciadoras da polimerizacdo do LA.
No entanto, a amida terciaria que se obtém apos a polimerizacao é facilmente hidrolisavel, como
se observou no caso dos compostos L5a-c. Por outro lado, tanto quanto temos conhecimento este
é 0 primeiro caso descrito de uma polimerizagdo catalisada pela DMAP usando uma amina
secundaria como iniciadora. Desta forma, propfe-se que de futuro se faca um estudo mais
completo, utilizando aminas menos impedidas estereoquimicamente e que permitam uma ligagdo
ao polimero mais estavel.

As ciclamas apresentadas neste trabalho foram, na sua grande maioria, apresentadas aqui pela
primeira vez. Foram sintetizados sete novos derivados da ciclama, sendo que cinco deles sdo
macrociclamas. Todos estes compostos foram caracterizadas por RMN, FTIR e anélise elementar.
Para L7, obteve-se também a estrutura cristalina por difracdo de raios-X em cristal Unico, tendo-
se observado que cristaliza no sistema cristalino triclinico e grupo espacial P1. Para além do seu
potencial como iniciadoras da polimerizacdo, apresentam também um grande potencial para
aplicacdo como agentes quimioterapéuticos, como foi verificado para a espécie de ciclama L7.
Neste sentido sugere-se que sejam testadas em linhas tumorais todos os derivados da ciclama
usados neste trabalho e a sintese dos analogos de L7 com os substituintes (Bn-p-CFs) e (BnFs).
Na realidade, L4b apresenta atividade antibacteriana,>® fazendo prever que podera ter interesse
também no &mbito do cancro.
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Foram também sintetizados cinco novos complexos metalicos, um de cobre(ll) (C6) e quatro de
ferro(ll) (C2, C3a, C3b e C5). Todos eles foram caracterizados por FTIR e analise elementar.
Devido a instabilidade do complexo C2 a luz e numa grande gama de solventes impossibilitou a
sua caracterizagdo completa.

De futuro, prevé-se que a caracterizacdo dos complexos e ligandos seja completada com UV-Vis
e voltametria ciclica. Para os compostos macromoleculares deve-se recorrer aindaa MALDI-TOF
(para confirmar a auséncia de espécies ciclicas, por exemplo) e GPC (para determinar a
dispersividade). Finalmente, para os compostos paramagnéticos seria ainda interessante
determinar a suscetibilidade paramagnética utilizando o Método de Evans (para obter informacao
acerca da estrutura do complexo) ou realizar espectroscopia de Mdssbauer (identificacdo de
espécies quimicas usando radiacdo gama).

Relativamente aos resultados de atividade biolégica para a linha celular do carcinoma humano da
mama (MDA-MB-231), obtiveram-se resultados diversificados. Por um lado, os compostos de
alto peso molecular (L8b e C3b) ndo apresentaram atividade biol6gica nas condi¢des testadas.
Este resultado, mesmo sendo um pouco surpreendente tendo em consideracdo os resultados
anteriores do Grupo de Quimica Organometalica, podera estar relacionado com 0s mecanismos
de internalizacéo celular como j& foi discutido no Capitulo 3.1. Desta forma, de futuro pretende-
se avaliar a citotoxicidade a tempos mais longos e noutras linhas celulares. Por outro lado, a
ciclama L7 apresentou citotoxicidade bastante relevante para a linha celular testada (ICso = 37
uM; semelhante ao ICso encontrado para a cisplatina). Os compostos C3a, C5 e C6, que
continham a ciclama L7 na sua composicao, revelaram ser todos ativos nesta linha celular. O
composto de cobre (C6), foi o que apresentou melhores resultados, sendo duas vezes mais ativo
que a cisplatina nas mesmas condigdes experimentais.

Em conclusdo, os resultados aqui apresentados sdo muito promissores, uma vez que a linha celular
MDA-MB-231 é muito agressiva e metastatica. Nao existe atualmente ainda cura para este tipo
de tumores. Contudo, este trabalho exploratério permitiu iniciar uma nova colaboracéo entre o
Grupo de Quimica Organometalica e Catalise do IST, e o Grupo de Quimica Organometalica da
FCUL com o surgimento de uma nova classe de compostos anticancerigenos, para além da
utilizacdo de aminas secundarias como iniciadoras da polimerizagdo do LA catalisada pela
DMAP.

Como nota final, este projeto de Mestrado teve um custo aproximado de € 1200 e permitiu criar
uma nova classe de compostos para aplicacdo medicinal através da sinergia entre a polimerizacéo
e a quimica de coordenacao e organometalica.
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ANEXOS

Tabela Al — Dados cristalogréficos e detalhes experimentais da determinacdo estrutural de L7

Formula Empirica

Peso Molecular

Temperatura (K)

Comprimento de Onda (A)
Sistema Cristalino, Grupo Espacial

Dimensodes da Célula Unitaria

Volume (A%)

Z

Densidade Calculada (g.cm™)
Coeficiente de Absor¢do (mm™)
F(000)

Tamanho do Cristal (mm)

Intervalo de 6 recolhido (°)

Limites dos indices de Miller
Reflexdes Recolhidas/Unicas
% de 6

Correcéo da Absorgéo

Método de Refinamento

Dados / Restri¢des / Pardmetros
Qualidade do ajuste em F?
indices R finais [I > 2o(1)]
indices R (todos os dados)

Maior diferenca de Densidade Eletronica Residual

(eA”)

C30 H48 N4 O2

496.72
150(2)

0.71073

Triclinico, P-1

a (A) = 6.8652(7) o (°) = 76.378(6)
b (A) = 8.8368(9) B (°) = 88.181(7)
¢ (R)=12.3823(12) y (%) = 75.088(6)
705.14(12)

1

1.170

0.074

272

0.06 x 0.18 x 0.20

3.29-25.34

-7<h<8,-9<k<10,-14<1< 14
6969 / 2398 [Rint = 0.0251]

93.0

Multi-scan

Full-matrix least-squares on F2
2398/0/ 167

1.092

R1=0.0376, wR> = 0.0897

R1 =0.0526, wR> = 0.0946

0.144 ¢ -0.158

2Pl

R
C 2R




Tabela A2 — Dados cristalograficos e detalhes experimentais da determinacao estrutural de

L7.2HBF4

Formula Empirica

Peso Molecular

Temperatura (K)

Comprimento de Onda (A)
Sistema Cristalino, Grupo Espacial

Dimensoes da Célula Unitaria

Volume (A%)

z

Densidade Calculada (g.cm™)
Coeficiente de Absorgdo (mm™)
F(000)

Tamanho do Cristal (mm)

Intervalo de 6 recolhido (°)

Limites dos indices de Miller
Reflexdes Recolhidas/Unicas
% de 6

Correcéao da Absorcédo

Método de Refinamento

Dados / Restri¢des / Pardmetros
Qualidade do ajuste em F?
Indices R finais [I > 20(1)]
Indices R (todos os dados)
Maior diferenca de Densidade Eletronica Residual
(eA®)

C30 H50 B2 F8 N4 O2

672.36
150(2)

0.71073

Monoclinico, P2(1)/c

a (A) = 10.845(2) a (°) =90

b (A) =9.986(2) B (%) = 92.221(7)
¢ (A) = 15.406(3) v (°) = 90
1667.2(6)

2

1.339

0.113

712

0.08x0.14x0.14

3.04 —25.33

-13<h<13,-12<k<12,-18<1<17
9417 /3031 [Rint = 0.0574]

99.5

Multi-scan

Full-matrix least-squares on F2
3031/0/216

0.961

R1 =0.0522, wR2 = 0.1365

R1 =10.1009, wR2 = 0.1585

0.353e-0.190
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