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Resumo

Novos complexos micelares de metais de transicio para a aplicacdo na
terapia dirigida contra o cancro

O cancro é a segunda causa de mortalidade a nivel mundial. Um dos problemas
nos tratamentos atuais de quimioterapia relaciona-se com os efeitos secundarios causados
pela falta de seletividade dos farmacos utilizados. Assim, um dos desafios atuais € o
desenvolvimento de sistemas terapéuticos que permitam potenciar o efeito dos farmacos
e diminuir os seus efeitos nocivos.

Neste contexto, neste trabalho, foram sintetizados complexos de Fe, Co e Zn com
formula geral [M(bipy-R)s]**, a partir dos quais foi possivel obter sistemas micelares
formados in situ pela adicdo de um copolimero de PLA-b-PEG ou por introducéo de
macroligandos poliméricos anfifilicos.

Os resultados mostram que as nanoparticulas formadas apresentam tamanho e
caracteristicas adequadas para aplicagdes na terapia dirigida contra o cancro. Os
resultados preliminares de citotoxicidade na linha tumoral humana da mama
MDAMB231 indicam que todos 0s compostos estudados apresentam atividade citotoxica

relevante, sendo 0s compostos micelares os mais promissores.

Palavras-chave: Agentes anticancerigenos; Copolimeros; Micelas; Compostos de

coordenacao.
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Abstract

New micellar transition metals complexes for targeted therapy of cancer

Cancer is the second leading cause of mortality worldwide. One problem in the
current chemotherapy treatments is related to the severe side effects caused by the lack
of selectivity of the drugs in clinical use. Thus, one of the current challenges is the
development of new therapeutic systems that allow maximizing the effect of the drugs
and reducing their harmful effects.

In this context, several Fe, Co and Zn compounds of the general formula [M
(bipy-R)3]** were synthesized in order to obtain micellar systems, either by in situ
addition of a PLA-b-PEG copolymer or by introducing amphiphilic macroligands.

The results show that the formed nanoparticles have size and characteristics
suitable for applications in targeted therapy against cancer. Preliminary results of
cytotoxicity in human breast cancer line MDAMB231 indicate that all the studied
compounds show significant cytotoxic activity, being the micellar compounds the most

promising agents.

Keywords: Anti-cancer agents; Copolymers; Micelles; Coordination Compounds.
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1.1. Cancro- Incidéncia e Tratamento

O cancro é, atualmente, uma das principais causas de morte (sendo a primeira as
doencas cardiovasculares) e é uma das patologias mais complexas e preocupantes na
medicina atual.! Estima-se que, anualmente, sejam diagnosticados aproximadamente 11
milhGes de novos casos de cancro e que cerca de 7 milhdes de pessoas morram devido a
esta doenca. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera que 0 cancro sera a
primeira causa de morte no Mundo em 2020.%3

As neoplasias com maior taxa de diagndstico (em 2012) sdo o cancro do pulmé&o
(1,60 milhdes de pessoas), o cancro da mama (1,38 milhdes de pessoas) e o cancro
colorretal (1,20 milhdes de pessoas) (Figura 1). Entre os homens, o cancro com maior
taxa de diagndstico € o da préstata, pulmdes, colorretal, estbmago e o cancro do figado.
Ja nas mulheres, os mais frequentes sdo o cancro da mama, colo do Utero e do colon. As
neoplasias com maior taxa de mortalidade a nivel mundial sdo o cancro do pulmao, do

estdmago e o cancro do figado.*
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Figura 1. Cancros com maior taxa de mortalidade e a sua respetiva incidéncia. Adaptado de®

De uma forma geral, o cancro € designado como um processo lento, que se inicia
numa Unica célula, devido a um evento mutacional em genes determinantes e que, depois,
se desenvolve de forma descontrolada em multiplos estadios, através da acumulacéo de
alteracdes genéticas e epigeneticas que resultam na transformacao de uma célula normal
em células cancerigenas.® Ainda existem algumas lacunas no conhecimento sobre a
formacdo e metastizacdo de neoplasias. Sabe-se que hd uma contribuigdo de fatores
externos como o tabaco, radiacdo, compostos quimicos e ainda fatores internos, como a

predisposicdo genética, alteragdes hormonais, bem como o sistema imunitario para a



incidéncia do cancro.’ Pode existir também uma contribuicdo individual ou em conjunto
destes fatores para a carcinogénese, demorando algum tempo entre uma simples mutagao
pontual ao desenvolvimento de uma célula tumoral 8

Com o desenvolvimento de métodos terapéuticos tradicionais, com a evolucao
cientifica na procura de novos métodos e com a utilizacdo de tratamentos de forma
multidisciplinar, tem-se verificado, atualmente, uma reducéo na mortalidade de doentes
oncoldgicos.?

A terapéutica convencional para o tratamento do cancro consiste na dissecagdo
cirurgica (quando possivel), radioterapia, quimioterapia ou a combinacao dos trés. O uso
de quimioterapia apresenta uma eficiéncia limitada, altos niveis de toxicidade e varios
efeitos secundarios indesejados. Outros problemas que podem surgir com este tipo de
tratamento incluem a incapacidade dos farmacos para atuar de forma seletiva nos locais
do tumor, e dificuldade na administracdo clinica dos mesmos, devido a metabolizacéo e
degradacéo a que sdo sujeitos, bem como aos mecanismos de resisténcia por parte das

células.®

1.2. Farmacos de platina em uso clinico para terapia do cancro

Os metais, apesar de constituirem menos de 1% dos &tomos dos organismos Vivos,
sdo essenciais a vida devido a sua participacdo em numerosos processos bioquimicos
vitais. No entanto, muitos sdo tdxicos e mesmo aqueles que sdo essenciais tornam-se
toxicos quando presentes em excesso. Durante algum tempo os cientistas mostraram
pouco interesse no desenvolvimento de novas terapéuticas baseadas em complexos
metalicos devido, em parte, ao conhecimento relativo da sua toxicidade.*®

A descoberta da atividade antitumoral da cisplatina (Figura 2), por Rosenberg, no
final dos anos 60 do século XX, provou ser possivel encontrar complexos metalicos com
propriedades terapéuticas excelentes e constituiu um grande incentivo para o0
desenvolvimento e procura de novos complexos metalicos com atividade semelhante. Na
realidade, os compostos de platina séo utilizados atualmente no tratamento de cerca de
50-70% de todos os casos de cancro.

Apols a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina, milhares de
complexos de platina (Pt" mas também Pt') tém vindo a ser sintetizados e avaliados
relativamente a sua capacidade de atuagdo como agentes antineoplasicos. Apesar da sua

estrutura simples, a cisplatina, € um dos mais potentes conhecidos até hoje, tendo sido



utilizado como agente Gnico ou em regimes de combinacédo para tratar uma variedade de
tumores sélidos (testiculos, cabeca, pescoco, ovarios e bexiga).!11?

A carboplatina (cis-diamina-(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platina(ll)); Figura 3-
A), foi introduzida clinicamente em 1992, sendo atualmente um dos farmacos mais
utilizados em quimioterapia. A carboplatina difere quimicamente da cisplatina devido a
existéncia do grupo carboxilato na molécula, tornando-a mais soltivel comparativamente
a cisplatina, retardando a sua hidrolise o que, por sua vez, altera o seu perfil de
toxicidade.'*'®* O mecanismo de agdo da carboplatina e da cisplatina é bastante
semelhante pois possuem o mesmo tipo de atuacdo na inibicdo do DNA da célula tumoral.
Depois de hidrolisado, o centro metalico de Pt" interage diretamente com o DNA
formando aductos originando, desta forma, ligagdes intra- e intercadeias que induzem a
alteraces estruturais.'*

A oxaliplatina (trans-diaminociclohexanoxaloplatina(ll)); Figura 3-B) revelou
atividade em células tumorais resistentes, o que pode ser justificado pela maior captacdo
celular e pela formagdo de adutos com o DNA que ndo sdo reconhecidos pelos
mecanismos de reparacio.'® Este foi o primeiro farmaco a ser aprovado capaz de superar
a resisténcia tumoral através da formacao de diferentes adutos com o DNA, pensando-se
que o ligando oxalato fosse responséavel pela diminuicdo significativa dos efeitos
secundarios quando comparado com a cisplatina.t*

A nedaplatina (cis-diaminaglicolato-O,0’-platina(ll)); Figura 3-C), é um
metalofarmaco de segunda geracdo. Este composto possui 0 mesmo grupo amina que a
carboplatina mas os grupos cloreto abandonantes foram substituidos por um anel glicolato
que atua como um ligando bidentado. A sua atividade antitumoral é muito similar a da
cisplatina mas apresenta menor nefrotoxicidade. Além disso a sua solubilidade em agua
é também superior a da cisplatina, sendo que o seu perfil farmacocinético é muito

semelhante ao da carboplatina.™®
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Figura 2. Férmula estrutural da cisplatina.
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Figura 3. Férmula estrutural da carboplatina (A), oxaliplatina (B) e nedaplatina (C).

Apesar de ser possivel e evidentemente muito desejavel que surjam novos
compostos de platina capazes de resolver as limitagdes da cisplatina (principalmente a
falta de seletividade para as células cancerigenas, o que origina severos efeitos
secundarios), nas ultimas duas décadas assistiu-se ao desenvolvimento de um novo tipo
de farmacos com mecanismos de acéo e cinética diferentes dos farmacos tradicionalmente
utilizados. Assim, foram testados varios metais que também provaram ter atividade
anticancerigena e maior seletividade, como é o caso do titanio, ouro, vanadio, ferro e o

ruténio.t®

1.3. Polimeros como sistemas de veiculacao de farmacos

1.3.1. Polimeros lineares

Com o intuito de colmatar alguns dos efeitos secundarios causados pela utilizacédo
de compostos a base de platina, ruténio e outros metais, surgiu nas dltimas décadas um
crescente interesse no desenvolvimento de nanomateriais com o objetivo desenvolver
novos sistemas terapéuticos.’® Nos Gltimos anos, tem havido um esforgo significativo
dedicado ao desenvolvimento da nanotecnologia para aplicacGes na area da biologia e na
medicina.

A utilizacdo de polimeros naturais e sintéticos no desenvolvimento de novos
sistemas terapéuticos apresenta uma importancia crucial devido ao nimero de polimeros,
variedade de formulacg@es disponiveis para controlar a velocidade, a duragéo e os locais
de libertagdo de farmacos, o que resulta na constante procura de polimeros com
propriedades otimizadas e relevantes na veiculacdo e vectorizacdo de farmacos. Sendo
assim, existem algumas caracteristicas fundamentais para que um polimero possa ser
utilizado como sistema de veiculacdo de farmacos, nomeadamente a grande superficie de

contacto celular, forma tridimensional e biocompatibilidade.’



Neste contexto, surgiram alguns polimeros sintéticos biodegradaveis e
bioreabsorviveis como os poli(a-hidroxiacidos), representantes de uma classe de
poliésteres alifaticos sintéticos que sdo utilizados com a finalidade da preparagcdo de
nanoparticulas para a veiculacdo de farmacos, dos quais faz parte o polilactideo (PLA)
(Figura 4-A), o poli(acido glicolico) (PGA) (Figura 4-B), o poli(acido(latico-co-glicolico)
(PLGA) e as proteinas.® Estes polimeros tém sido amplamente utilizados numa
quantidade impressionante de formulacfes uma vez que sdo biocompativeis e
biodegradaveis. Isto deve-se, em grande parte, a excrecdo simplificada das matrizes
poliméricas.®?° Alguns dos polimeros utilizados ganharam a aprovacdo da FDA (Food
and Drug Administration) para a utilizacao na area biomédica, como por exemplo o PLA.
Os produtos de degradacdo do PLA, PGA e PLGA sdo metabolitos ndo téxicos e sdo
eventualmente eliminados do corpo por uma simples hidrolise na forma de didxido de

carbono e agua.?*
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Figura 4. Estruturas das cadeias repetitivas dos seguintes polimeros: PLA (A) e PGA (B).

1.3.1.1. Complexos lineares de metal-polimero

A nanotecnologia, e a sua aplicacdo na area da biomedicina, em particular na
terapéutica e diagndstico oncoldgico, tem sido alvo de um desenvolvimento exponencial,
com um impacto profundo no que respeita a cuidados de salde e tratamento de doencas,
principalmente no tratamento de varios tipos de cancro. Tém surgido ultimamente varios
compostos organometalicos conjugados com cadeias poliméricas, dando origem a
potenciais farmacos (PMCs, polymer-metal conjugates). Este desenvolvimento é baseado
no efeito EPR (Enhanced Permeability and Retention), ou seja, na capacidade que as
macromoléculas tém para a permeacao e retencdo nos tumores relativamente as moléculas
que apresentam baixo peso molecular.??2

Existem ja alguns trabalhos na literatura?® sobre macromoléculas aplicadas a
entrega eficiente de farmacos, principalmente as de platina (Pt), sendo que numa fase

inicial dos estudos foram utilizados outros metais, tais como o cobre, o paladio, ouro,



tungsténio e ruténio. A maioria das abordagens para o desenvolvimento de farmacos
macromoleculares sdo baseados no efeito EPR, tal como ja foi referido anteriormente.
Este efeito foi identificado pela primeira vez por Maeda et al em 1986.2 A FDA, s
aprovou até agora onze nanoparticulas para a terapia do cancro. Uma das razdes desse
facto podera estar relacionado com a dificuldade de sintese dos macroligandos adequados.
Assim, tornou-se relevante desenvolver estratégias novas e mais simples para o
desenvolvimento de farmacos conjugados, sem recorrer a processos longos, como por
exemplo, sinteses morosas e dificeis. Este passo poderd ser ultrapassado através da
utilizacdo de uma estratégia de coordenacao que envolve um unico passo.

Hoje em dia, os complexos de ruténio sdo uma alternativa atrativa a platina na
terapia do cancro devido ao facto de apresentarem diferentes mecanismos de acdo, menor
toxicidade e pela variedade de ligandos a que se pode coordenar. A sinergia metal-ligando
é importante na atividade bioldgica do complexo.?? Neste ambito, o grupo de Quimica
Organometalica do Centro de Quimica Estrutural — P6lo FCUL, publicou recentemente a
sintese e resultados de citotoxicidade preliminares do primeiro complexo com o
fragmento organometilico “Ru(n®>-Cp)” conjugado com uma cadeia polimérica de
polilactideo na qual, na parte terminal das cadeias poliméricas, foram introduzidas
moléculas derivadas da glucose, [Ru'"(n>-Cp)(PPhs)(mHBL)][CF3SOs], RuPMC (mHBL
= macroligando bidentado heteroaromatico) (Figura 5).%
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Figura 5. Complexo metalico polimérico [Ru'(n®-Cp)(PPhs)(mHBL)][CF3SO3].2*

Esta macromolécula podera usufruir do efeito EPR devido a presenca das duas
cadeias poliméricas, constituidas por um polimero biodegradavel e biocompativel (PLA),

tal como ja foi mencionado anteriormente. Revelou 6timos resultados em termos de



citotoxicidade bem como na acumulagdo nas células tumorais, até mesmo quando

comparados com 0 seu composto parental, TM34 (Figura 6).2*

[CF:SO3]

Figura 6. Estrutura quimica do [Ru"(n°-Cp)(bipy)(PPh3)][CFsSOs] (TM34).%

O TM34, apesar de ter revelado resultados muito promissores in vitro (~15 vezes
mais ativo que a cisplatina contra células humanas do carcinoma do ovario, A2780, e
~100 vezes mais ativo contra as linhas celulares do cancro da mama, MCF7, e do
carcinoma da prostata humano, PC3), induziu sérios efeitos tdxicos nos ensaios in vivo
com ratinhos nude.?®?” Desta forma, pensa-se que esta segunda geragio de compostos
podera colmatar os problemas de seletividade verificados nos de primeira geracdo. Os
resultados preliminares apontam nesse sentido e a familia de compostos foi entretanto
patenteada.?

Os resultados promissores obtidos pelo grupo de Quimica Organometalica da
FCUL conduziram ao desenvolvimento de novos PMCs, variando o metal. O ferro € um
elemento essencial para o bom funcionamento do nosso organismo, ajuda na producédo da
hemoglobina e enzimas e transfere oxigénio para o sangue. Para além de ser um metal
essencial, € muito mais barato que o ruténio e que a platina, 0 que podera ser uma mais-
valia para a industria farmacéutica. Neste contexto surgiram dois novos FePMCs com
vista a serem utilizados para o tratamento oncoldgico. Estes dois compostos
macromoleculares foram obtidos através de uma combinacéo do polilactideo contendo a
adenina como grupo terminal (Adn-PLLA) com metalofarmacos baseados no fragmento

organometalico “Fe(n>-Cp)” (Figura 7- A e B).?
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Figura 7. Complexos metalicos poliméricos de ferro [Fe'(n%-Cp)(CO)(PPhsCOR)(NCL)][CFsSOs] e [Fe'"
(n°>-Cp)(CO)I(PPh3COR)] onde R=0OH ou PLLA-Adn e NCL=derivados de benzonitrilo. Adaptado de?*

Os dois novos complexos organometalicos de ferro demonstraram possuir uma
melhor citotoxicidade relativamente a complexos de baixo peso molecular semelhantes,

com valores de 1Cso na gama do micromolar.?

1.3.2. Polimeros Anfifilicos como sistemas de veiculacdo de farmacos

Na segunda metade do seculo XX comecaram a surgir 0S primeiros
nanomedicamentos, rodeados de um grande cepticismo por parte da comunidade clinica,
que colocava em causa 0 potencial terapéutico tendo em conta o seu tamanho, a real
aplicabilidade para a producao industrial e a sua viabilidade econémica.*

A promocdo da investigacdo interdisciplinar e da descoberta de mecanismos
coloidais para a veiculagdo de farmacos entre os anos 1960 e 1970, conduziu ao
desenvolvimento de nanotecnologias que incluiram os lipossomas (80-200 nm) (Figura
8-A), nanoparticulas (20-1000 nm) (Figura 8-B), nanocépsulas (100-1000 nm) (Figura 8-
C) e micelas poliméricas (50-200 nm) (Figura 8-D).*> 3! Torna-se importante sublinhar
gue cada uma das nanotecnologias foi categorizada em varias classes tendo em
consideracdo as suas diferentes caracteristicas fisico-quimicas, bem como o seu tamanho.
Foram concebidas com o principal objetivo do farmaco conseguir alcancar um

determinado 6rgdo, célula doente ou compartimento intracelular (como por exemplo o



nucleo), dirigindo-o para longe de locais onde a sua acdo poderia ser potencialmente
toxica (obtendo deste modo um indice terapéutico 6timo) e/ou libertar a concentracao
requerida, durante apenas 0 tempo necessdrio de modo a maximizar o efeito

farmacolégico, minimizando desta forma a toxicidade n&o especifica.303!

# Farmaco
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Figura 8. Tipos de nanoparticulas utilizados como sistemas de distribui¢do de farmacos: Lipossomas
(A), nanoparticulas (B), nanocapsulas (C) e micelas poliméricas (D) Adaptado de®

A aplicacdo das nanoparticulas para a administracdo de farmacos foi inicialmente
desenvolvida por Speiser et al 3 ao descrever um processo de obtencio de nanocapsulas
constituidas por um material polimérico sintético capaz de reter farmacos e antigénios.
Desde entdo, foram desenvolvidos inimeros processos de producdo, aplicados nos mais
diversos farmacos e em diversas areas terapéuticas (medicina e farmacia), quer para a
administracdo oral, parentérica ou ocular.3*

Estes materiais evoluiram desde a sua aplicacdo em produtos que apresentavam
capacidade de biodegradacéo, tais como sistemas de veiculacdo de farmacos, a macro- e
microescala, e matrizes, que possam atuar como depdsitos de farmacos capazes de exercer
uma libertagdo controlada, até ao desenvolvimento de nanoparticulas (NPs)
multifuncionais, com vectorizacéo e libertacdo controlada de farmacos.®® Os polimeros
podem também ser utilizados a superficie de outros tipos de nanossistemas. Por exemplo,
o polietilenoglicol (PEG) é um polimero com propriedades hidrofilicas, que confere a
nanoparticula a capacidade de evitar a eliminag&o ao nivel do sistema reticuloendotelial.

Por outro lado, a diminui¢do da excrecdo das nanoparticulas, pode conduzir a um aumento

10



do tempo de semivida.*® Deste modo, as NPs tém atraido um consideravel interesse nos
ultimos anos devido as suas propriedades Unicas e comportamentos proporcionados
devido ao seu reduzido tamanho.®

Em suma, as principais vantagens para a utilizacdo de polimeros anfifilicos é que
estes permitem a libertacdo do farmaco de forma controlada e um aumento da
biodisponibilidade, o que conduz a uma reducdo da toxicidade bem como um aumento
dos efeitos terapéuticos pois o farmaco é entregue com eficiéncia no local pretendido sem
afetar os tecidos saudaveis. Idealmente os polimeros anfifilicos devem ser biodegradaveis
e biocompativeis, de facil preparacéo e de baixo custo. Devem possuir, também, uma boa
capacidade de transporte, isto é, armazenar/transportar uma grande quantidade de
farmaco. Estes sdo fatores-chave para uma entrega eficiente do farmaco no tecido
alvo.35'36

As nanoparticulas designadas por micelas poliméricas foram inicialmente
propostas em 1984 pelo grupo de Bader et al'®, mas a sua utilizagdo como possiveis drug
delivery systems (DDS) so foi introduzida no inicio dos anos 90. As micelas poliméricas
podem dividir-se em dois grupos principais: as micelas surfactantes de baixo peso
molecular e as micelas poliméricas. Em relacdo ao primeiro grupo existem varios tipos
de surfactantes comerciais, sendo que o mais utilizado é Cremophor® EL. Este apresenta
uma grande capacidade de solubilizacdo de farmacos poucos sollveis em agua. No
entanto, pode estar associado a alguns efeitos secundarios como a hipersensibilidade e
nefrotoxicidade.®

As micelas poliméricas tém sido amplamente estudadas e sdo estruturas com uma
concentracdo micelar critica (CMC) mais baixa, cerca de 1000 vezes inferior aos
surfactantes de baixo peso molecular. Em contrapartida, apresentam maior estabilidade e
atividade bioldgica. Este tipo de micelas é formado a partir de copolimeros anfifilicos,
que se micelizam espontaneamente em misturas de solventes organicos e agua, formando
estruturas ramificadas de uma camada externa de um polimero hidrofilico e um polimero
hidrofébico.®

A CMC é o fator que caracteriza a formacdo de micelas. A organizagdo em bloco
anfifilico estd diretamente relacionada com este parametro, ou seja, as estruturas
micelares associam-se espontaneamente, na qual a zona hidrofébica forma o interior da
nanocapsula e serve de reservatorio para os farmacos também hidrofébicos, enquanto que
a zona hidrofilica forma o exterior da nanocapsula, estabilizando assim o interior

hidrofébico.%’
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As micelas poliméricas formadas por copolimeros tém surgido nos ultimos 20
anos como DDS promissores, principalmente na &rea da oncologia, tendo uma vasta
aplicacdo no transporte de material genético, transporte de proteinas e de farmacos
hidrofobicos. Os Paloxameros (Polox), um tipo de micelas que tém sido muito utilizadas
para fins medicinais, é comercializado com o nome Pluronic® e na sua constituicao
contém blocos sintéticos hidrofilicos [Poli(6xido de etileno); PEQ] e hidrofdbicos
[Poli(6xido de propileno); PPO], apresentando-se em tribloco (Figura 9).38:3°
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Figura 9. Bloco de copolimero Pluronic®. Adaptado de®®

Como ja foi referido anteriormente, a micelizacdo deste tipo de particulas ocorre
de forma esponténea quando os polimeros sdo colocados num solvente orgéanico, sendo
este um método de producéo de micelas bastante barato e rapido.*°

Os sistemas de nanoparticulas surgem como os principais candidatos para a
vectorizacdo dos farmacos, uma vez que apresentam caracteristicas vantajosas. As NPs
tém um tempo de semivida prolongado e uma degrada¢do moderada, permitindo que o
farmaco tenha tempo para alcancar o tecido pretendido. Por outo lado, para a obtencéo
destas caracteristicas, existem parametros que sdo fundamentais, tais como o tamanho da
particula, a natureza da superficie, composicdo dos monémeros bem como 0 seu peso
molecular.*®* Um dos principais objetivos da vectorizagdo dos farmacos é localizar os
agentes terapéuticos apenas e s6 nas células-alvo, eliminando deste modo a toxicidade
ndo especifica. Esta vectorizacdo, atraves destes sistemas, pode ocorrer através de um
mecanismo de vectorizagao passiva ou ativa.

A vectorizagdo passiva ocorre essencialmente em tumores solidos tirando o
méaximo de partido do efeito EPR. Este efeito é considerado um ponto fundamental para
a terapéutica vectorizada antitumoral, como ja foi referido.***? Maeda identificou que
existia uma concentracgdo elevada de fatores de permeabilidade vascular (6xido nitrico) e
as particulas de baixo peso molecular ndo ficavam retidas na célula, regressando a

corrente sanguinea por difusdo passiva (Figura 10).%
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Figura 10. Vectorizagdo passiva mediada pelo efeito EPR. A vasculatura dos tecidos normais
é revestida por células endoteliais, impedindo o extravasamento de NPs. Adaptado de*

O mecanismo de vectorizagdo passiva funciona quando o tamanho e as
propriedades da superficie do nanossistema sdo favoraveis de modo a evitar a acdo do
sistema fagocitario mononuclear (SFM). Uma superficie hidrofilica nas NPs confere
deste modo uma protecdo contra a adsor¢do por parte de proteinas plasmaticas e pode ser
conseguida recorrendo a revestimentos de polimeros hidrofilicos, como por exemplo o
PEG, polissacéridos ou copolimeros anfifilicos, ramificados ou em bloco. A ligacéo
covalente de copolimeros anfifilicos é geralmente preferencial, pois esta evita a agregacao
e a dessorcao de ligandos quando em contacto com os componentes sanguineos.*

Uma estratégia alternativa consiste em utilizar as especificidades do
microambiente tumoral para desenvolver nanossistemas de profarmacos ativados pelo
préprio tumor. Estes nanossistemas consistem na conjugacdo do farmaco com uma
molécula tumoral especifica, permanecendo inativos de modo a atingir o alvo
pretendido.**

Um desafio continuo da medicina e da industria farmacéutica é aperfeicoar o
desempenho dos farmacos no organismo humano, reduzindo as doses de administracao,
o nivel de toxicidade e os efeitos colaterais, melhorando em grande parte a sua eficiéncia.
Assim torna-se essencial melhorar alguns parametros, como por exemplo a solubilidade.
Este parametro é um fator essencial para a eficiéncia do farmaco, independentemente da
sua via de administracdo. Estima-se que quase metade dos farmacos falham na sua

passagem para as formulagdes farmacéuticas devido a sua baixa solubilidade em agua. O

13



aumento da solubilidade de farmacos pouco solliveis em agua &, portanto, muito

importante para incrementar a taxa de absorcao no organismo (biodisponibilidade).**
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1.4. Enquadramento do presente trabalho

O cancro é considerado a segunda causa de morte a nivel mundial, sendo hoje em
dia um dos principais fatores de mortalidade. Desta forma, a investigacdo nesta area
continua a procurar formas de otimizar os tratamentos, aliviando os efeitos secundarios
dos doentes, reduzindo os custos associados e aumentando desta forma o grau de
seletividade para que o farmaco seja apenas entregue com exatiddo no seu local de agéo
sem afetar os tecidos saudaveis.>? As limitacdes e os efeitos secundarios associados ao
tratamento recorrendo a quimioterapia conduziu ao aparecimento de novas estratégias,
nas quais se combinam diferentes terapéuticas, com mecanismos de agdo diferentes,
levando a um efeito sinergistico. Esta estratégia permite a administracdo de uma menor
quantidade de farmaco, diminuindo assim os efeitos adversos.

A nanotecnologia tem-se mostrado uma &rea promissora no desenvolvimento
destes novos sistemas de transporte de farmacos tendo, desta forma, efeito sobre a sua
biodistribuicdo. Neste ambito o Grupo de Quimica Organometélica da FCUL, onde este
trabalho foi realizado, desenvolveu uma nova geracdo de compostos organometalicos de
ruténio e ferro que envolve a introducdo de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis.??®* No entanto, apesar dos resultados muito promissores em termos de
atividade contra o cancro, estes compostos apresentam a limitacdo de ndo serem sollveis
em agua, o que poderad ser um entrave a sua futura utilizacdo in vivo. A utilizacdo de
polimeros anfifilicos podera ajudar a ultrapassar este problema devido a possibilidade de
formacao de sistemas micelares sollveis em dgua, com a vantagem do fragmento metalico
(e citotdxico) se encontrar protegido no centro da micela e poder ser apenas libertado no
local-alvo.

Neste contexto, neste trabalho de dissertacdo, é proposta a sintese de complexos
de Fe, Co e Zn contendo ligandos 2,2"-bipiridina e derivados com o objetivo final de
obtencgdo de sistemas micelares em meio aquoso. A razdo da escolha daqueles centros
metalicos e de um ligando classico N,N-bidentado deve-se ao facto destes ligandos e
respetivos complexos apresentarem grande interesse devido as suas propriedades
bioldgicas, tais como agentes antitumorais, desempenhando também um papel
fundamental em atividades antibacterianas.***® Por exemplo, compostos derivados de
ferro, cobalto e zinco com ligandos bidentados tém-se revelado promissores agentes
quimioterapéuticos devido aos bons valores de citotoxicidade que apresentam em varias

linhas tumorais, como por exemplo para o cancro da mama, cancro do célon e cancro da

15



prostata.*>474¢ Além disso, a funcionalizacdo adequada da 2,2’-bipiridina permite a
formagé&o de macroligandos com as propriedades adequadas para a formagéo posterior de
sistemas micelares. Assim, o trabalho desenvolvido nesta dissertagéo de mestrado centra-

se em trés vertentes fundamentais:

1) Sintese de (co)polimeros e macroligandos poliméricos (discutida no capitulo
2):
a) PLA/bipy-CH20H;
b) PLA-b-PEG;
c) PLA/bipy-CH20OH/D,L-Alanina/PEG;

2) Sintese de complexos e sistemas micelares (discutidos no capitulo 3):

a) complexos de férmula geral [M(bipy)s][PFs]x (onde M = Fe, Co e Zn;
x =2 (Fe, Zn) ou x = 3 (Co));

b) complexos de formula geral [M(bipy-CH2OH)3][PFs]x (onde M = Fe,
Coe Zn; x =2 (Fe, Zn) ou x = 3 (Co));

c) complexos de Fe contendo os ligandos macromoleculares PLA/bipy-
CH20H e PLA/bipy-CH20H/D,L-Alanina/PEG;

d) micelas formadas in situ a partir da familia de complexos
[M(bipy)s][PFs]x e do copolimero de PLA-b-PEG;

e) micelas formadas a partir do complexo de Fe contendo o ligando
macromolecular PLA/bipy-CH>OH/D,L-Alanina/PEG;

3) Estudo de estabilidade e atividade bioldgica (discutidas no capitulo 4):

a) complexos de férmula geral [M(bipy)s][PFs]x (atividade bioldgica);

b) complexos de formula geral [M(bipy-CH20H)3][PFs]x (estabilidade e
atividade biolégica);

c) complexo de Fe contendo o ligando macromolecular PLA/bipy-
CH2OH (atividade biologica);

d) complexos micelares formados in situ a partir da familia de complexos
[M(bipy)s][PFs]x e do copolimero de PLA-b-PEG (atividade bioldgica)

e) complexo micelar de Fe contendo o ligando macromolecular PLA/bipy-

CHOH/D,L-Alanina/PEG (atividade biologica).
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Os ligandos e os complexos foram caracterizados através das técnicas
espetroscdpicas usuais (RMN, FTIR e UV-Vis). As micelas obtidas foram caracterizadas
através de microscopia de forga atdmica (AFM). A estabilidade bioldgica foi estudada
por UV-Vis em solucdo contendo um meio celular. A atividade bioldgica foi testada
através da determinacéo dos valores de 1Cso na linha celular do adenocarcinoma da mama
humano (MDAMB231).

17



Capitulo 2- Sintese e Caracterizacao de
(co)Polimeros e Macroligandos Poliméricos



2.1. Introducéo

Os tumores solidos sdo geralmente caracterizados por apresentarem uma
deficiéncia nos vasos linfaticos. A ineficiéncia do sistema linfatico, em conjunto com o
aumento da permeabilidade da vasculatura do tumor, resulta no efeito EPR. Assim, para
retirar 0 maximo partido deste efeito tornou-se premente a sintese de compostos que
apresentassem melhor seletividade para as células tumorais. Neste contexto, os polimeros
biocompativeis e biodegradaveis surgiram como uma boa alternativa. Neste sentido,
foram escolhidos dois polimeros para este trabalho. Por um lado, o PLA enquadra-se neste
grupo pois ndo apresenta toxicidade para o organismo. J& existem resultados na literatura
neste ambito, em que a utilizacdo deste polimero acoplado a complexos de ruténio
aumenta a internalizacdo do ruténio nas células tumorais.?* Outra propriedade do PLA é
que este é metabolizado pelo organismo através de hidrolise, formando assim, o acido
latico que, por sua vez, ira ser metabolizado via &cido tricarboxilico e posteriormente
eliminado como di6xido de carbono pelo sistema respiratério.*®

O polilactideo, juntamente com o0s seus copolimeros, como por exemplo o
polilactideo-b-polietilenoglicol (PLA-b-PEG), tém sido vistos como potenciais meios de
transporte e veiculagdo de farmacos pois estes aumentam a biodistribuicdo e a
biodisponibilidade do farmaco, uma vez que sdo sollveis em agua e fluidos bioldgicos.
Neste sentido, este trabalho abrangeu também a sintese deste tipo de copolimeros (PLA-
b-PEG), com objetivo de originar complexos micelares formados in situ numa mistura de
solvente organico e agua (complexos la, 2a e 3a; capitulo 3), além de complexos
micelares contendo este tipo de macroligandos que originam micelas em meio aquoso

(complexo 4b; capitulo 3).

2.1.1. Polimerizagéo por Abertura de Anel (ROP)

A sintese do PLA envolve uma polimerizacdo por abertura de anel, ROP (Ring
Opening Polymerization). Este tipo de polimerizacdo é geralmente utilizada para a sintese
de polimeros de alto peso molecular, permitindo um controlo sobre o processo, variar as
propriedades do polimero obtido e, deste modo, ampliar os seus campos de aplicacdo. A
polimerizacdo por abertura de anel foi demonstrada, em 1932, por Wallace Carothers na
qual foi possivel a obtengio de um polimero com alto peso molecular.®

O PLA, considerado um polimero verde, é obtido por polimerizacéo do respetivo
dimero ciclico, o lactideo, que através da abertura do seu anel origina uma

bifuncionalidade que, ao reagir com outras unidades monoméricas, forma uma cadeia
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polimérica. A polimerizacéo por abertura de anel pode ser classificada tendo em conta os
mecanismos da reagdo e o tipo de iniciador. Desta forma existem trés tipos de
polimerizagdo: polimerizacdo anidnica, polimeriza¢do cationica e mecanismos de
coordenagio-insergio.*

No nosso caso em particular, a polimerizacédo é cationica prosseguindo através do
mecanismo do mondmero ativado pela presenca de um catalisador, possibilitando assim

a abertura do anel (Figura 11).%°
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Figura 11. Mecanismo de polimeriza¢éo via monémero ativado.

O PEG, na sua forma mais comum, é um poliéster linear ou ramificado com
terminacdo de um grupo hidroxilo. O polietilenoglicol pode ser sintetizado de varias
formas a partir do Oxido de etileno, geralmente através de um mecanismo de
polimerizag&o anidnico por ataque de um ido hidréxido ao anel epoxido.! Durante este

trabalho recorreu-se a utilizagdo de um PEG comercial.
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Para a sintese do polilactideo utilizou-se como mondmero uma mistura racémica
de D,L-Lactideo (M = 144 g/mol), como catalisador a DMAP (4-dimetilaminopiridina),
e como iniciador, a 4,4"-bis(hidroximetil)-2,2’-bipiridina. Para a sintese dos copolimeros,
o iniciador utilizado foi o mPEG (metil(polietilenoglicol)) (M = 2000 g/mol), resultando
na formacéo de um polimero constituido por dois blocos distintos. Consoante o tempo de
reacdo e a razdo entre o mondémero/iniciador, foi possivel obter cadeias poliméricas de
tamanhos diferentes. Desta forma, é possivel, a partida, escolher o tamanho da cadeia

desejado, o que torna a técnica bastante reprodutivel.

2.2. Sintese dos (co)polimeros e macroligandos poliméricos
2.2.1. PLA/bipy-CH20H (L1)

Para esta polimerizacdo pretendia-se uma razao de D,L-Lactideo/iniciador igual a
10, ou seja, 5 unidades de D,L-Lactideo para cada uma da molécula de bipiridina. A
reacdo de polimerizacdo decorreu a 135 °C durante 5 minutos (Esquema 1). O tempo e
temperaturas reacionais foram selecionadas de acordo com a experiéncia que o Grupo de
Quimica Organometalica tem neste tipo de polimerizacdes. Posteriormente foi feito o
quench da reacdo utilizando uma mistura metanol:agua (1:1). Para finalizar, o polimero

foi lavado com éter etilico e seco sob vacuo.

0 -
0 ) o
| o OH
0 DMAP N L 4o
+ N _—
O 135°C, 5 min.
N [ 10
0 | 0\71)\ JH/OH
o
0 an L1

Esquema 1. Esquema da polimerizacdo do D,L-Lactideo utilizando a DMAP como catalisador e a da 4,4 -
bis(hidroximetil)-2,2"-bipiridina como iniciador, com obtencéo de L1.

2.2.2. PLA-b-PEG (L2)

Com a realizagdo desta polimerizacdo pretendia-se a formacdo de um copolimero
com uma razdo D,L-Lactideo/PEG igual a 5, ou seja, 5 unidades de D,L-Lactideo por
copolimero formado. O iniciador escolhido para esta reacdo foi 0 mPEG pois este vai
permitir a formacéo de um copolimero em di-bloco devido a presenca do grupo hidroxilo

numa das extremidades. A reacdo de polimerizacdo decorreu a 135 °C, durante 30 minutos
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(Esquema 2). Posteriormente realizou-se o quench da reagdo com umas gotas de acetona.

Para concluir, o polimero foi lavado com éter etilico e seco sob vécuo.

o

L) v)"\[)lrj)/ e J\le W)L J\rr i“\ he

o

Esquema 2. Esquema da polimerizagdo do D,L-Lactideo utilizando a DMAP como catalisador e a do PEG
como iniciador, com a obtencdo de L2.

2.2.3. PLA/bipy-CH20H/D,L-Alanina/PEG (L4)

Para esta reacdo pretendia-se a formacéo de um copolimero funcionalizado com a
bipiridina para permitir a coordenacao ao centro metalico. Para tal, foi necessario realizar
duas reacOes para alcancar o produto final. Assim, inicialmente utilizou-se o CDI (1,1"-
carbonildiimidazole) para ativar o grupo hidroxilo presente na extremidade do mPEG.
Foi também utilizado um aminoacido, a D,L- Alanina, de modo a criar uma ligacdo amida
que permitisse a ligacdo seguinte ao PLA. A reacdo decorreu durante 48 horas, sob
agitacdo e a temperatura ambiente, obtendo-se o intermediario L3 (Esquema 3A). Uma
reacdo de esterificacdo posterior entre o intermediario obtido e o ligando L1 leva a
formacdo do macroligando L4 pretendido (Esquema 3B). Desta forma, dissolveu-se o
ligando L1 em tetrahidrofurano (THF) e adicionaram-se 2,5 equivalentes de trietilamina
(TEA) de forma a desprotonar o protdo acidico da cadeia terminal do ligando L1. A
reacdo prosseguiu durante quarenta minutos sob agitacdo e a temperatura ambiente.
Seguidamente adicionaram-se 2 equivalentes de L3. A reacdo decorreu durante seis horas
a temperatura de refluxo do THF. De seguida, o solvente foi evaporado e o produto
formado lavado duas vezes com &gua destilada (Esquema 3B). O copolimero foi

caracterizado por *H-RMN.
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Esquema 3. Esquema da reagdo de esterificagdo de L1 com o intermediario L3, com a formagéo de L4.

2.3. Caracterizacao dos (co)polimeros e macroligandos poliméricos

Todos os ligandos foram caracterizados por *H-RMN. No caso dos ligandos L1 e

L2 os estudos foram complementados com FTIR.

2.3.1. Caracterizacdo através de espetroscopia de *H-RMN

Como é possivel verificar através da figura 12, para o ligando L1, podem-se
facilmente identificar os protdes correspondentes a cadeia principal de polilactideo (H8),
que apresentam um desvio quimico de 5,16 ppm, e o grupo terminal da mesma cadeia
(H8”), que apresenta um desvio quimico a cerca de 4,36 ppm. Quanto aos protdes
correspondentes aos grupos metilo, o sinal correspondente a cadeia principal de
polilactideo (H9) pode ser observado a 1,56 ppm, enquanto que o grupo metilo terminal
(H9”) apresenta um desvio quimico de ~ 1,48 ppm.

Como o iniciador da polimerizacdo foi a 4,4 -bis(hidroximetil)-2,2’-bipiridina
observa-se, tal como era esperado, a presenca de trés sinais correspondentes aos trés
protbes caracteristicos dos aneis aromaticos da bipiridina (H1, H2, H4 - ver a figura 12)
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entre 8,70-7,25 ppm. O protdo H6 correspondente ao grupo —CHz do ligando aparece

sobreposto com o protdo —CH- da cadeia principal do polilactideo a 5,16 ppm.

H9

H6+H8

H2+CDCl3 Ho
H4

H1
H8 |
Eter
A

T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 12. Espetro de *H-RMN em CDCl; referente ao ligando L1 com a atribuigéo dos protdes.

Tal como foi dito anteriormente, o ligando L1 também foi caracterizado por FTIR.
Através da analise do espetro (Anexo 1) verifica-se a presenca dos modos vibracionais
caracteristicos do PLA, nomeadamente a banda com intensidade forte a ~3487 cm
devido a presenca de um grupo hidroxilo na extremidade da cadeia polimérica e uma
banda caracteristica do estiramento vc=o, também da cadeia polimérica, a ~1753 cm™. A
banda presente a ~2962 cm™ ¢ atribuida ao estiramento vc.n do anel aromético do
iniciador utilizado na polimerizagéo, a 4,4’-bis(hidroximetil)-2,2’-bipiridina.

Para os ligandos L2 e L4 os protdes correspondentes a cadeia principal do PLA
sdo facilmente identificados pois apresentam um desvio quimico de 5,11 ppm para o
ligando L2 e 5,16 ppm para o ligando L4 em CDClIs (Figura 13). No caso dos protdes
H1’+H4" e H8"+H14", que correspondem ao grupo —CH- terminal do PLA e ao grupo —
CHa>- do PEG, apresentam um desvio quimico a 4,28 ppm e a 4,36 ppm, respetivamente.
Os protdes da cadeia principal do PEG apresentam um desvio quimico de 3,57 ppm para
o ligando L2, enquanto que para o ligando L4 se encontra a 3,64 ppm. O grupo -CHs
presente na extremidade do PEG apresenta um desvio quimico 3,31 ppm e 3,37 ppm, para

os ligandos L2 e L4, respetivamente.
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A principal diferenca nestes dois ligandos € o iniciador utilizado na polimerizagéo
do lactideo. No caso do ligando L2 o iniciador utilizado foi o mPEG, enquanto que na do
ligando L4 o iniciador utilizado foi a 4,4’-bis(hidroximetil)-2,2’-bipiridina, resultando na
presenca de trés sinais no espetro de RMN, nomeadamente um dupleto (H1) a 8,67 ppm
e dois singuletos (H4 e H2) a 8,36 e 7,11 ppm, respetivamente (Figura 13). O protdo H12
do grupo -CHz do aminoacido utilizado, a D,L-Alanina, apresenta-se sob a forma de
dupleto a 2,61 ppm. Ndo foi possivel atribuir o protdo -CH(CHs)- (H13) da D,L-Alanina
pois este encontra-se possivelmente sobreposto com o protdo H9. A atribuicdo poderia

ser confirmada se se realizasse um espetro bidimensional.

L2 T—Q
s |

oyap P PNAT J“;“%@ M HU.L_

L4 H14

CDCls

H12

H6+H8 H15
o
H1 H4 H2 H8 +H14’

T T T T T T T T
.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 13. Espetros de *H-RMN em CDCl; referentes aos ligandos L2 e L4 com a atribuicdo dos protdes.

Como ja foi mencionado anteriormente, o ligando L2 foi também caracterizado
por FTIR na qual se verificou a presenga de um modo vibracional caracteristico da
presenca de um grupo hidroxilo a ~3425 cm™ (vo-n). Além disso, verifica-se a presenca
dos modos vibracionais caracteristicos do estiramento vc-+ e do estiramento vc=o da cadeia

polimérica do PLA a ~2885 cm™ e ~1757 cm™?, respetivamente (Anexo 2).
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2.3.1.1. Determinacéo do Grau de Polimerizacéo e da massa molecular

Para a determinacg&o do grau de polimerizagdo (DP) do polilactideo, a forma mais
simples € através da analise do espetro de *H-RMN. Tendo como exemplo o ligando L1,
e sabendo que o protdo H8 (5,16 ppm) corresponde a unidade de repeticdo da cadeia
polimérica e que o protdo H8" (4,36 ppm) corresponde ao grupo terminal da mesma
cadeia, é possivel calcular o DP deste macroligando. Desta forma, para o calculo, basta
somar a area do protdo H8, pela area do protdo H8" e dividir pela &rea deste ultimo
(Equacéo 1).

A(H8)+A(H8 ) 19,8+2,09
@ PPev =3 ms )y ~ 200

=10,47

Desta forma, verifica-se que o ligando L1 tem um DP total de 10,47 por cada
braco da bipiridina se considerarmos a unidade de repeticdo como sendo metade da
molécula de D,L-Lactideo, ou de 5, se considerarmos uma molécula completa de D, L-
Lactideo.

Considerando como unidade de repeticdo apenas meia molécula, a massa
molecular resulta entdo da multiplicacdo do DP por 72 g/mol. Este valor tem que ser ainda
multiplicado pelo nimero de cadeias poliméricas, que neste caso, sdo duas. Ao valor desta
multiplicagdo soma-se a massa molecular do iniciador (4,4’-bis(hidroximetil)-2,2’-

bipiridina) (Equacéo 2).

(2) M(macroligando) = [(DP x 72 X brac¢os)] + M(iniciador)
= (10 X 72 X 2) + 216,24
= 1656, 24 g/mol

Para a determinacdo do DP dos copolimeros é necessario recorrer a outra equacao
para efetuar o seu céalculo.®? Tendo como exemplo o ligando L2, o protdo H1 (5,11 ppm)
corresponde a unidade de repeticdo da cadeia polimérica (PLA) e os protdes H1 +H4"
(4,28 ppm) correspondem aos grupos terminais da cadeia de PLA mais o protdo da cadeia
terminal do mPEG. Assim, usou-se a equacdo abaixo (Equacéo 3) para calcular o DP

deste macroligando:
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laxma Xxna  7,75x3x1
® PPy =—a”xma =~ 2z98x1 8

onde

Ia: integral do sinal CH da cadeia principal PLA (H1)

ma’: nimero de protdes do grupo CH da cadeia terminal PLA mais o nimero de protdes do grupo
CH; da cadeia terminal da terminal PEG (nUmero total de protGes desse sinal)

na”: numero de unidades de repeticao desse sinal

Ia“ integral do sinal do -CH- do PLA mais o integral do -CH, do PEG terminal

ma. nimero de protdes da cadeia principal do PLA

Para a determinacdo da massa molecular deste macroligando, o célculo é muito
semelhante ao efetuado para o ligando L1. Assim, a massa molecular do copolimero
resulta da multiplicacdo do DP por 72 g/mol (metade da massa molecular do D,L-

Lactideo) a que se adiciona a massa molecular do iniciador (MPEG) (Equacéo 4).

4) M(macroligando) = [(DP x 72) + M(iniciador)]
=[(7,8 X 72) + 2000)]
= 2561,6 g/mol

Este método foi utilizado para o célculo do DP e da massa molecular para 0s
ligandos L1, L2 e L4. Os valores do grau de polimerizacéo e das massas moleculares de

todos os ligandos sintetizados encontram-se compilados na tabela 1.

Tabela 1. Graus de polimerizacdo e massas moleculares de todos os ligandos sintetizados.

Ligando DP Massa Molecular
(g/mol)
L1 10,47 1656,24
L2 7,80 2561,60
L4 13,01 6127,76
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Capitulo 3- Sintese e Caracterizacao de Complexos



3.1. Introducéo

O ferro, 0 zinco e o0 cobalto sdo metais essenciais, desempenhando funcdes
importantes no organismo humano. O ferro é um micronutriente essencial envolvido no
transporte de oxigénio e no metabolismo energético, apresentando resultados promissores
como agente anticancerigeno. Complexos derivados deste metal exibem uma elevada
citotoxicidade para a linha tumoral do célon humano.*’

Por outro lado complexos de cobalto tém sido muitos estudados na Gltima década
devido a sua capacidade oxidativa, preferindo complexos que apresentam estados de
oxidacdo formal +2 e +3. Em particular, os complexos de Co"' tém sido promissores
devido a alta afinidade dos eletrfes no seu estado trivalente e a sua capacidade de se ligar
amolécula de DNA.»

Complexos de Co'" e Co"' com bases de Schiff ** tém apresentado valores de
citotoxicidade elevados no tratamento do cancro da mama, apresentando a capacidade de
inibir o crescimento de tumores primarios e de metastases na ordem dos 45-80 % e 65-
99%, respetivamente.*>>° Por exemplo, um complexo de Co' contendo um derivado de 4-
(4-aminofenil)morfolina apresentou atividade citotoxica para a linha tumoral HepG2
(linha celular derivada do carcinoma hepatocelular).>* Para finalizar, complexos de zinco
também sdo conhecidos por desempenharem um papel importante no tratamento do
cancro da prostata.*®

Tal como ja foi referido anteriormente, a escolha dos ligandos bidentados centra-
se nas inumeras propriedades bioldgicas que os complexos que contém este tipo de
ligandos apresentam, como por exemplo no papel fundamental que possuem como
agentes anticancerigenos e atividade antibacteriana.*®

Nesta dissertacdo de mestrado foram sintetizadas trés familias de complexos. Uma
primeira familia de formula geral [M(bipy)s][PFs]x (onde M = Fe (1a), Co (2a) e Zn (3a);
x = 2 (Fe, Zn) ou x=3 (Co)); uma segunda de férmula geral [M(bipy-CH20H)3][PFe]x
(onde M = Fe (1b), Co (2b) e Zn (3b); x =2 (Fe, Zn) ou x=3 (C0)); e a terceira constituida
por dois complexos de Fe contendo os ligandos macromoleculares L1 e L4,
respetivamente, [FelL13][PFe]. (4a) e [FeL4s][PFe]2 (4b). Os complexos 1a-3a deram
origem a sistemas micelares formados in situ através da sua mistura com o ligando L2
em solvente orgénico e agua. A partir do complexo 4b, devido ao carater anfifilico do
macroligando, foi possivel obter também micelas em solugdo aquosa. A principal

diferenca entre as duas familias de micelas consiste na presenca ou auséncia de ligacéo
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covalente entre o copolimero e o centro metélico, 0 que podera ter influéncia na

estabilidade das micelas formadas.

3.2. Sintese e caracterizacdo dos complexos [M(bipy)s][PFs]x (1a-3a)

Esta familia de compostos (M=Fe, x= 2 (1a); M=Co, x=3 (2a); M=Zn, x=2 (3a))
foi sintetizada sequindo procedimentos descritos na literatura.>6-8

Para a obtencdo destes compostos octaedricos foi necessario dissolver o excesso
de ligando em metanol e a solucdo resultante foi adicionado (NHa4)2Fe(SO4)2.6H20,
CoCl2.6H20 ou Zn(CH3C0O0)2.2H.0 (Esquema 4). Os procedimentos relativos a sintese
destes compostos encontram-se descritos no capitulo 6. Os complexos foram obtidos com
rendimentos compreendidos entre 65-97%.

T=3h, temp. ambiente
T=2h, temp. ambiente |

(NH4),Fe(S0,),.6H,0 — — T= 48h, refluxo
CoCL,.6H,0 + o3
Zn(CH,C00),.2H,0 \ N/ \N / MO NILPE |
3 -4 6

M=Fe (1a), Co(2a) e Zn (3a)

Esquema 4. Esquema reacional para as sinteses dos compostos 1a a 3a.

Tal como foi mencionado anteriormente todos estes compostos ja se encontram
descritos na literatura®-8 e todas as caracterizaces feitas coincidem com o que esta
descrito. Os compostos foram caracterizados por RMN (*H e *!P), UV-Vis, FTIR e analise
elementar que podem comprovar a sua estrutura e pureza. Os resultados da analise
elementar encontram-se na sec¢do experimental, no capitulo 6, e sdo compativeis com a
formula utilizada para o seu célculo, [C3iH27MF12NeP2] (M = Fe, Zn) e
[C31H27MF18N6P3] (M= Co).

Os espetros de *H-RMN confirmam a coordenacéo dos trés ligandos ao centro
metalico. Considerando a numeracdo dada aos protbes (Figura 14), fizeram-se as
atribuiges, sendo que a informacéo se encontra compilada na tabela 2. Refira-se que nem
todos os compostos obtidos se encontram caracterizados no mesmo solvente, o que nao
permite a comparacdo direta entre os trés compostos. O composto 2a foi caracterizado
em acetona-d6 e os compostos 1a e 3a foram caracterizados em metanol-d4 devido a
questdes de solubilidade.
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O facto dos centros metalicos dos complexos possuirem configuracdo eletronica
de valéncia d® (Fe"' e Co'") e d° (zn") e o ligando poder ser considerado de campo forte
(promovendo uma diferenca energética HOMO-LUMO que favorece o emparelhamento
de eletrdes) faz com que todos os complexos formados sejam diamagnéticos. Este facto
facilita a interpretacdo dos espetros de H-RMN pois os sinais geralmente sdo bem
definidos. Refira-se ainda que a carga global dos complexos depende do metal, os
complexos 1a e 3a apresentam carga global 2+ e o complexo 2a 3+.

Figura 14. Numeracdo dos protdes e carbonos dos complexos [M(bipy)s][PFe]x.

Na figura 15 encontram-se o espetros de *H-RMN do ligando e do composto 2a.
A analise dos espetros permitiu identificar os sinais correspondentes a 2,2’-bipiridina. Os
protdes aromaticos presentes no anel aromatico do ligando aparecem no espetro de ‘H-
RMN sob a forma de dois dupletos a 8,68 ppm (H1) e 8,50 ppm (H4) e dois tripletos a
7,92 ppm (H3) e 7,40 ppm (H2). Comparando o espetro do ligando com o espetro do
composto formado verifica-se uma desblindagem dos protdes H3 (8,66 ppm), H1 (9,05
ppm) e H2 (7,93 ppm) e a blindagem do protéo H4 (7,88 ppm).
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Figura 15. Espetros de *H-RMN em acetona- d6 do ligando 2,2’-bipiridina e do composto 2a, com

a atribuicdo dos protdes.

Relativamente aos compostos 1a e 3a (Anexo 3 e 4), e tendo em conta a atribuicao
dos protdes segundo a figura 14, a informagcéo dos dados de *H-RMN encontra-se também
compilada na tabela 2. Verifica-se uma desblindagem do protdo H1 nos dois compostos
(1a e 3a) relativamente a bipy. Os protdes H2 e H3 desblindaram em ambos 0os compostos

e 0 protdo H4 blindou no composto 1a e desblindou no composto 3a.

T T
8.7 8.6

T
8.5

83 82
f1 (ppm)

T T T T
8.1 8.0 7.9 7.8

T
7.4

T
7.1

Tabela 2. Desvios quimicos dos protes (ppm) em acetona-d6 para o composto 2a e do ligando (bipy) e
em metanol-d4 para os compostos 1a e 3a e do ligando (bipy).

Compostos Desvio quimico 6 (ppm)
H1 H2 H3 H4
Acetona-d6
bipy 8,50 7,40 7,92 8,68
2a 9,06 7,93 8,66 7,88
Metanol-d4
bipy 8,20 7,39 7,89 8,58
la 8,75 7,50 8,19 7,50
3a 8,78 7,74 8,27 8,48
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Através da analise de todos os espetros pode-se concluir que todos 0os compostos
foram formados, pois através da comparacdao com o espetro do ligando livre verifica-se a
presenca de todos os sinais previstos. Verifica-se também a blindagem ou desblindagem
de alguns sinais do ligando coordenado em relagdo aos sinais do ligando livre. As
diferencas nos desvios quimicos nos protdes da bipiridina com a coordenacdo devem-se
a ocorréncia de efeitos eletronicos que podem alterar a densidade eletrénica do ligando.
Por um lado, é expectavel a ocorréncia de uma diminuicéo da densidade eletronica dos
protdes do ligando como consequéncia do facto dos complexos formados terem carga
positiva. Por outro lado, o efeito indutivo (efeito o) resultante da coordenacéo do ligando
ao centro metalico provocard uma diminuicdo da densidade eletrénica dos protbes da
bipiridina mais proximos do local de coordenacdo, em particular o protdo H1. Por ultimo,
a doacdo de densidade eletrénica do metal para o ligando por efeito da retrodoacdo 7 (em
particular para o complexo 1a) podera originar a blindagem dos prot6es da bipiridina. As
diferencas nos desvios quimicos observados sera, pois, o resultado da conjugacao destes
efeitos. Os dados mostram, de facto, uma desblindagem geral dos protdes H1, H2 e H3
para todos os compostos (expectavel com base na carga dos complexos e também, no
caso do protdo H1, com base efeito indutivo), a excecdo do protdo H4 para la e 2a. No
caso do complexo de zinco (3a), a desblindagem de H4, contrariamente a 1a e 2a podera
dever-se a uma menor retrodoagao 7 por parte do centro metélico de Zn", que néo é capaz
de atenuar a desblindagem verificada, essencialmente pelo efeito da carga do complexo.
Para além destes efeitos refira-se ainda a possibilidade de efeitos resultantes de interaces
entre os ligandos da bipiridina na esfera de coordenacdo dos complexos.

Relativamente aos espetros de S3!P-RMN, estes apresentaram o septupleto
caracteristico do anido PFe a cerca de -144 ppm para todos os complexos (Anexo 5).

A espetroscopia de UV-Vis, para além de ser mais uma técnica de caracterizagdo
de compostos, permite identificar possiveis bandas de transferéncia de carga que possam
ocorrer entre 0 metal e os ligandos. Assim, um complexo pode absorver radiacdo
resultando numa transferéncia de carga de um ligando para as orbitais de um centro
metalico (bandas designadas LMCT), ou vice-versa (bandas designadas MLCT). Podem
ocorrer também transferéncias de carga intraligando (ILCT), geralmente entre uma orbital
ndo ligante (n) ou ligante (rr) e uma orbital antiligante *, transi¢cGes designadas como
n—>m* ou m— >, respetivamente. Na tabela 3 encontram-se reunidos os valores de
comprimentos de onda e as respetivas absortividades molares determinadas para os trés

compostos.
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Como as caracterizacbes para estes trés compostos ja sdao conhecidas da
literatura®®8, o estudo de UV-Vis foi realizado num Gnico solvente, DMSO, numa gama
de concentracdes entre 10° e 10° M. Na figura 16 estdo representados os espetros
eletronicos para os trés compostos estudados e o espetro eletronico do ligando livre nos
quais se verificou a presenca das bandas w— m* intensas caracteristicas do ligando (bipy)
entre 0s 287 nm e 0s 292 nm. Para além disso, verificou-se ainda no composto 1a uma
banda pouco intensa a 360 nm e uma banda larga composta aparentemente por duas
transicOes eletronicas, atribuiveis possivelmente a duas MLCT ou, a de menor
intensidade, a uma transicdo essencialmente d—d a nivel do centro metélico. A existéncia
de uma transicdo eletrdnica atribuivel a MLCT apenas no complexo de ferro poderd
dever-se a um maior caracter covalente na interacdo entre o centro metalico e o ligando,
ou seja, a HOMO (centrada no metal) e a LUMO (centrada no ligando) terdo energias
relativamente proximas que favorecem a interacdo. De facto, sendo este centro metalico
mais facilmente oxidavel (HOMO de maior energia), torna o complexo mais suscetivel a
uma transferéncia eletronica de baixa energia entre a HOMO e a LUMO. Neste contexto,
é expectavel que nos complexos de Co"' (2a) e Zn" (3a) a interagdo entre o metal e o
ligando tenha um caracter eletrostatico mais pronunciado (HOMO’s mais estabilizadas
devido ao carécter mais eletrofilico destes centros metalicos), o que desfavorece uma
interacdo adequada entre as HOMO e as LUMO e, consequentemente, desfavorecendo
uma transferéncia eletronica de baixa energia entre o centro metalico e o ligando. A
auséncia de bandas atribuiveis a transigdes eletronicas d—d no complexo 3a explica-se
pelo facto das orbitais 3d do centro metalico de Zn'' estarem totalmente preenchidas
(3d%). N&o sdo também observaveis transicbes eletronicas d—d para o complexo de
cobalto (2a), provavelmente por serem muito pouco intensas e/ou por ocorrerem a energia

muito elevada.

Tabela 3. Dados espetroscopicos de UV-Vis do ligando livre e dos compostos 1a-3a, em DMSO.

Compostos A (nm) (¢ M*cm?)
bipy 286 (15944)
la 292 (33832) 360 (sh) 491 (sh) | 534 (4553)
2a 288 (12977) = = =
3a 287 (10429) - - -

34



40000
35000
30000
25000
20000

15000

£ (MLem?)

10000

5000

268 318 368 418 468 518 568 618 668
2 (nm)

Figura 16. Espetros eletronicos do ligando livre e dos compostos 1a, 2a e 3a em DMSO.

Através da andlise dos espetros de FTIR verifica-se a existéncia de bandas que
comprovam mais uma vez a presenca de modos vibracionais caracteristicos dos
compostos. Por exemplo, no caso do composto 1a verifica-se, nomeadamente, a presenca
de uma banda a ~1606 cm™ correspondente do estiramento vc=c do anel aromatico da
bipy e duas bandas a ~557 cm™ e a ~835 cm! caracteristicas do estiramento ve-sdo contra-
id0, PFs” (Anexo 6). Os espetros de FTIR para os compostos 2a e 3a encontram-se em
anexo (Anexo 7 e 8, respetivamente), nos quais também se verifica a existéncia de bandas
que comprovam a presenca de modos vibracionais caracteristicos destes compostos.

Todas estas caracterizagcOes realizadas para estes trés compostos estdo de acordo

com as caracterizagdes ja publicadas na literatura.¢->8

3.3. Sintese e caracterizacdo dos complexos [M(bipy-CH20H)s][PFs]x (1b-3b)

Para a obtencao desta familia de compostos (M=Fe, x = 2 (1b); M=Co, x = 3 (2b);
M=Zn, x=2 (3b)) recorreu-se parcialmente ao mesmo procedimento experimental usado
para as sinteses dos compostos la-3a descritos anteriormente, sendo que as principais
diferencas se encontram no ligando utilizado e no método de purificacdo dos produtos
finais para os complexos de ferro e cobalto, uma vez que o complexo de zinco ja se

encontra publicado na literatura.>®
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Esta familia de compostos foi sintetizada a partir do ligando 4,4’-bis
(hidroximetil)-2,2’-bipiridina (bipy-CH20H), levando assim a formac&o de dois novos
complexos, com dois metais de transicdo diferentes (ferro, cobalto), para além do
complexo de zinco ja reportado na literatura.

Para a obtenc@o dos compostos foi necessario dissolver o ligando, bipy-CH>OH,
em metanol. Posteriormente adicionou-se a mistura o outro reagente da reacao,
(NHa)2Fe(S04)2.6H20, para a obtencdo do composto 1b, CoCl,.6H-O para a obtencéo do
composto 2b e Zn(CH3COO),.2H,0 para a obten¢do do composto 3b (Esquema 5). Os
detalhes experimentais para a obtencdo destes trés compostos encontram-se na sec¢do
experimental, capitulo 6. Os rendimentos das reagdes descritas variam entre 43 e os 58

%, um pouco inferiores em relacdo aos compostos 1a-3a.

OH _"PF"L

s T=3h atemp. ambiente HO |

T=2h a temp. ambiente

(NH,),Fe(80,),.6H,0 T=48h de refluxo

CoCL6H,0 T 3
Zn(CH;C00),.2H,0

v

Metanol, NH,PFg I
HO,

M= Fe (1b), Co (2b) e Zn (3b)

Esquema 5. Esquema reacional para as sinteses dos complexos 1b a 3b.

Para a caracterizacdo desta familia de complexos foram utilizadas técnicas
analiticas, tais como, UV-Vis, FTIR e analise elementar. Como os compostos 1b e 2b ndo
se encontram publicados na literatura, a caracterizacdo foi complementada com RMN
(*H, 3C e 3P, assim como técnicas bidimensionais). Embora ja reportado na literatura®,
procedeu-se também a caracterizacdo do composto 3b. Os resultados da analise elementar
dos compostos encontram-se no capitulo 6, sendo compativeis com as formulas utilizadas
para 0 seu calculo, CssHzsF12MNsOsP2 para M = Fe, Zn e CssH3asF1sMNsOsP3 para
M=Co.

A observacédo dos espetros de RMN efetuados veio confirmar a coordenagéo do
ligando ao centro metélico. Assim, considerando a numeragdo dada aos protdes e aos
carbonos, foram feitas as atribuigcdes que estdo apresentadas nas tabelas 4-7. A atribuigéo

foi feita de acordo com a numeracgdo dos a&tomos que consta na figura 17.
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Figura 17. Numeracdo dos protdes e carbonos dos complexos com férmula geral [M(bipy-CH,OH)3][PFs]x.

De modo a confirmar a estrutura do produto final comparou-se este com o ligando
livre utilizado para a reacdo. Comparando o espetro do ligando com o espetro do
composto 2b (Figura 18), o protdo aromético H1 blindou com a coordenacdo ao metal,

enquanto que os protdes H2, H4 e H6 sofreram uma desblindagem.

\
JWL J\

Composto 2b

I |

T T T T T T T T T T T T T T T T
94 9.2 90 88 86 84 82 8.0

T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42
f1 (ppm)

Figura 18. Espetros de *H-RMN em DMSO-d6 do ligando 4,4 -bis(hidroximetil)-2,2"-bipiridina e do
composto 2b, com a atribuicdo dos protdes.
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Tabela 4. Desvios quimicos dos protdes principais (ppm) em acetona-d6, DMSO-d6 e metanol-d4 para os
compostos 1b- 3b e do ligando (bipy-CH,OH).

Composto Desvio quimico o (ppm)
Acetona- d6
H1 H2 H4 H6
bipy-CH,OH 8,60 7,40 8,50 4,79
1b 7,65 7,54 8,77 4,92
DMSO-d6
H1 H2 H4 H6
bipy-CH,OH 8,60 7,37 8,39 4,63
2b 7,42 7,70 8,94 4,85
Metanol- d4
H1 H2 H4 H6
bipy-CH.OH 8,61 7,47 8,25 4,92
3b 7,99 7,64 8,63 4,93

Através da anélise de todos os espetros de *H-RMN conclui-se que todos o0s
complexos foram formados, pois através da comparacdo com o espetro do ligando livre
verifica-se a presenca de todos os sinais previstos. Verifica-se também que ocorre a
desblindagem e a blindagem de alguns sinais do ligando livre em relacéo aos sinais do
ligando coordenado. Tal como ja foi referido anteriormente as diferencas dos desvios
quimicos nos protdes do ligando com a coordenacdo devem-se a ocorréncia de efeitos
eletronicos que podem alterar a densidade eletronica do ligando.

N&o sendo possivel comparar diretamente os trés complexos a nivel do efeito da
coordenacdo nos desvios quimicos dos protdes, uma vez que foram caracterizados em
solventes diferentes devido a questbes de solubilidade, pode-se, contudo, observar
tendéncias gerais. De um modo geral verifica-se para os trés complexos uma blindagem
do protdo H1, que em parte podera ser explicada pela doacéo de densidade eletronica do
metal para o ligando por efeito de retrodoagédo r (em particular para o Fe, sendo o centro
metalico mais oxidavel e, portanto, com um efeito de retrodoacdo mt mais pronunciado).
Né&o se excluem também efeitos resultantes da interagdo entre os ligandos na esfera de
coordenagdo do centro metalico. O mesmo nao se verificou para os protdes H2, H4 e H6
em que desblindaram em todos os complexos, 0 que € expectavel pela diminuicdo da

densidade eletrénica destes protdes do ligando como consequéncia do facto dos
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complexos apresentarem carga positiva. Os espetros de *H-RMN dos compostos 1b e 3b
encontram-se em anexo (Anexo 9 e 10, respetivamente).

Os espetros de *C-RMN dos complexos 1b, 2b e 3b sdo muito semelhantes entre
si no qual se verifica a presenca de todos os sinais previstos. A andlise dos espetros
bidimensionais permitiu atribuir os sinais respetivos. Os espetros de HSQC e HMBC para
0s complexos de ferro, cobalto e zinco encontram-se em anexo (Anexos 11-16).

Em suma, analisando os espetros dos trés compostos verifica-se a existéncia de

todos os sinais expectaveis, comprovando assim as estruturas dos compostos em analise.

Tabela 5. Desvios quimicos dos carbonos (ppm) em acetona-d6 para o composto 1b.

Composto 1b

Desvio quimico & HSQC HMBC Atribuicéo
(ppm); C 'H *H
62 4,92 8,77;7,54; 4,92 C6
121 8,77 7,54; 4,92 C4
125 7,54 8,77; 7,65; 4,92 C2
154 7,65 7,54; 4,92 C1
156 - 7,65 C3
160 - 8,77;7,65; 4,92 C5

Tabela 6. Desvios quimicos dos carbonos (ppm) em DMSO- d6 para o composto 2b.

Composto 2b
Desvio quimico HSQC HMBC Atribuicao
(ppm); **C 'H H
8,75; 7,72;
60 4,85 7.42: 6.04 C6
123 8,95 7,72; 4,85 C4
8,75; 7,42;
127 7,70 4.85 C2
150 7,42 7,72 C1
154 - 8,95; 7,42 C5
7,42; 6,04;
160 - 4.85 C3
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Tabela 7. Desvios quimicos dos carbonos (ppm) em metanol-d4 para o composto 3b.

Composto 3b
Desvio quimico & HSQC HMBC Atribuicéo
(ppm); *C 'H *H
63 4,92 8,63; 7,64 C6
121 8,63 7,64; 4,92 C4
125 7,64 8,63; 7,99; 4,92 c2
148 7,99 - C1
150 - 8,63; 7,64 C5
159 - 7,99; 4,92 C3

As bandas nos espetros de UV-Vis de compostos metélicos podem ser afetadas
pelo solvente em que sdo feitas as solucOes, efeito designado por solvatacroismo.
Consoante o solvente, as bandas podem sofrer alterac6es na posicéo, forma e intensidade.
Os espetros de absorcdo desta familia de compostos foram tracados em solucdes de
DMSO e metanol, na gama de concentragdes 103-10° M (Tabela 8). Estes solventes
apresentam polaridades distintas (uomso= 3,96 D; pmeon= 1,70 D), 0 que podera servir
para avaliar possiveis efeitos solvatocromicos.

Como é possivel verificar atraves dos espetros em DMSO (Figura 19), estes sdo
relativamente semelhantes aos obtidos para os complexos 1a-3a no mesmo solvente. Os
trés complexos apresentam uma banda intensa na regido do ultravioleta (ca 290 nm),
atribuidas as transicGes w— m* que ocorrem nos ligandos coordenados, por comparacao
com a banda observada no espetro do ligando livre.

Para além da transicdo caracteristica do ligando, verificou-se para o composto 1b
uma banda larga composta aparentemente por duas transicdes eletronicas, atribuiveis
possivelmente a duas MLCT ou, relativamente a menos intensa, a uma transicdo d—d a
nivel do centro metalico. Tal como se verificou para o complexo 1a, a existéncia de uma
transicao eletronica MLCT podera dever-se ao maior carater covalente na interacao entre
0 centro metalico e o ligando neste complexo, ou seja, a HOMO (centrada no metal) e a
LUMO (centrada no ligando) terdo energias relativamente proximas que favorecem a
interacdo e a suscetibilidade de uma transferéncia eletronica de baixa energia entre a

HOMO e a LUMO. Por contraponto, é esperado que nos complexos de Co'' (2b) e zn"
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(3b), tal como para 2a e 3a, a interacdo entre o metal e o ligando apresente um caracter
eletrostatico mais pronunciado, o que vai desfavorecer uma interacdo adequada entre
aquelas orbitais e dificultar uma possivel transferéncia eletronica de baixa energia. Refira-
se, a este respeito, que o complexo 2b apresenta uma banda a 317 nm que podera dever-
se, de facto, a uma transicdo eletronica que envolva o centro metalico.

Como foi referido anteriormente, a auséncia de bandas atribuiveis as transi¢es
eletronicas d—d no complexo 3b é explicado pelo facto das orbitais 3d do centro metalico
de Zn" se encontrarem totalmente preenchidas (3d°). Contudo, para o complexo 2b
verifica-se uma banda muito pouco intensa a 468 nm, provavelmente atribuida a uma
transicdo deste tipo. Por Gltimo, refira-se que ndo se observam diferencas significativas
na energia das bandas MLCT para os dois complexos de ferro estudados (1a e 1b).

A figura 20 mostra a caracterizacdo do complexo 1b nos dois solventes usados.
Verifica-se que 0s espetros sdo relativamente semelhantes ndo ocorrendo diferencas
apreciaveis nas energias das transicdes eletronicas, em particular para a MLCT,
expectavelmente a mais sensivel ao efeito da polaridade dos solventes, pelo que o efeito

solvatocromico para este complexo ndo é pronunciado.

Tabela 8. Dados espetroscopicos de UV-Vis dos complexos 1b, 2b e 3b em DMSO e metanol.

Complexo A (nm) (e Mtcm?)
DMSO
bipy-CH,OH | 282 (14223) - - -
1b 295 (37831) 360 (sh) 488 (sh) 537 (4608)
2b 287 (25677) = 317 (23696) 468 (54) -
3b 288 (17986) - - -
Metanol
1b 300 (53072) = 357 (sh) 490 (sh) 531 (8646)
2b 250 (sh) 306 (25579) - -
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Figura 19. Espetro eletronico do ligando livre e dos complexos 1b, 2b e 3b em DMSO.
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Figura 20. Espetro eletronico do complexo 1b em DMSO e metanol.
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Através da andlise do espetro de FTIR, verifica-se a existéncia de bandas que
comprovam a existéncia de modos vibracionais caracteristicos dos complexos em causa.
Em todos os complexos, verifica-se uma banda caracteristica da existéncia do grupo
hidroxilo presente no ligando a ~3290 cm™ (vo.+) € uma banda a ~1618 cm™ pertencente
ao estiramento vc=c do anel aromatico do ligando. Observa-se ainda a presenca do contra-
id0, PFs pelo aparecimento de duas bandas a ~842 cm™ e a ~559 cm™ (ve.r) em todos 0s
complexos pertencentes a esta familia. Para o complexo 3b verifica-se ainda a presenca
de uma banda a 2906 cm™ correspondente ao estiramento vc.n do anel aromatico do
ligando (Anexos 17, 18 e 19). Esta banda aparece unicamente para este complexo.

Todas as caracterizacoes realizadas confirmam as estruturas desta segunda familia
de compostos, mas € de realcar a diferenca que o complexo de ferro exibe na
caracterizacdo UV-Vis devido a presenca, pelo menos, de uma banda MLCT, o que difere
em relacdo aos outros compostos estudados de cobalto e zinco.

3.4. Sintese e caracterizacdo dos complexos macromoleculares

Nesta dissertacdo de mestrado foram sintetizados dois novos complexos de ferro,
um deles contendo o ligando L1 (complexo 4a) e o outro contendo o ligando L4
(complexo 4b). Selecionou-se o ferro para a sintese destes complexos macromoleculares
pois, tendo em conta as sinteses realizadas anteriormente com o este metal, apresentavam
melhores rendimentos, maior simplicidade e eram menos morosas relativamente as
reacOes com o cobalto e o zinco. No entanto, de futuro pretendem-se sintetizar os

complexos homologos de cobalto e zinco.

3.4.1. Sintese e caracterizacdo do complexo [Fe(L1)z][PFs]2 (4a)

Este complexo foi sintetizado seguindo o0 mesmo procedimento dos complexos 1a
e 1b, sendo que a principal diferenca se encontra no método de purificacdo. Para a
obtencéo deste complexo macromolecular foi necessario realizar primeiro uma reagao de
polimerizacdo de modo a obter a bipiridina funcionalizada com o PLA (ligando L1), cuja
descricdo da sintese se encontra descrita no capitulo 2. O complexo foi obtido fazendo
reagir (NHas)2Fe(SO4)2.6H20 e o ligando L1 na presencga de um excesso de NH4PFs, com

um rendimento de cerca de 32 % (Esquema 6).
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Esquema 6. Esquema reacional para a obtencéo do complexo 4a.

A caracterizacdo deste complexo foi feita recorrendo as vérias técnicas analiticas,
nomeadamente RMN (*H e *'P), UV-Vis e FTIR, tal como foi havia sido ja realizado para
0s complexos descritos anteriormente.

Através da analise do espetro de *H-RMN confirmou-se a coordenagéo do ligando
L1 ao centro metalico de ferro. Assim, considerando a numeragdo dos protdes da
bipiridina e da cadeia polimérica de PLA (Figura 21) foram feitas as atribuicdes que se

encontram compiladas na tabela 9.
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Figura 21. Numeracdo dos protdes e dos carbonos do ligando no complexo 4a.
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Tabela 9. Desvios quimicos dos protbes principais (ppm) em CDCI; para o ligando livre L1 e para o
composto 4a.

Composto Desvio quimico 6 (ppm)

HI  H2 H4 H6 H8 H8  H9 HY

L1 8,67 7,26 8,35 5,16 5,16 4,36 1,56 1,48
4a 8,41 7,41 7,41 5,16 5,16 4,34 1,54 1,54

Através da analise do espetro do composto 4a (Anexo 20) verifica-se a presenca
de todos os sinais correspondentes a bipiridina (H1, H2, H4) na zona dos arométicos. O
sinal de —-CH> da bipiridina surge a 5,16 ppm juntamente com o —CH- da cadeia principal
da cadeia polimérica de PLA (H6+H8). O protdo H8 corresponde ao grupo —CH- da
cadeia terminal do PLA e exibe um sinal a 4,34 ppm e, para terminar, os protées H9+H9",
pertencentes aos grupos -CHs- da cadeia polimérica, aparecem a 1,54 ppm.

Os dados para o0s protdes da bipiridina mostram uma blindagem de H1 e H4 e uma
desblindagem de H2 com a coordenacdo ao centro metalico. A blindagem de H1 e H4
podera dever-se, em parte, ao efeito de retrodoacdo m e a possiveis interacdes entre 0s
ligandos na esfera de coordenacdo do centro metalico. N&o se verificam diferencgas
significativas nos desvios quimicos dos protdes da cadeia polimérica, expectaveis tendo
por base a distancia ao centro metéalico. Relativamente ao espetro 3P-RMN, este
apresentou um septupleto caracteristico do anido PFe a -144,3 ppm.

Através da analise do espetro de *H-RMN ¢ possivel chegar a uma estimativa da
massa molecular do composto macromolecular, utilizando uma férmula muito
semelhante a utilizada no capitulo 2 para a determinacdo da massa molecular dos varios
ligandos sintetizados. Assim, tendo em conta que o grau de polimerizacdo do polimero
utilizado para a reacéo foi igual a 6 e a massa molecular da unidade de repeticdo do PLA
é 72 g/mol, a massa molecular deste complexo macromolecular pode ser determinada

através da seguinte equagéo:
(5) M(4a) = [(DP x 72 X bragos)] + 3 x M(iniciador) + M(Ferro) + 2 X M(PF;)

= 2592 + 648,72 + 55,85 + 289,82
= 3586,39 g/mol
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Os espetros de UV-Vis deste complexo macromolecular foram realizados em
DMSO, numa gama de concentracdes 10°3-10° M. O espetro obtido (Figura 22) é
semelhante ao verificado para os restantes compostos de Fe sintetizados neste trabalho.
Verifica-se, assim, a existéncia de uma banda intensa na regiao do ultravioleta, atribuida
a uma transicdo m— * da bipiridina, a 315 nm. A cadeia polimérica de PLA também
absorve na regido do ultravioleta.?® Adicionalmente € visivel a existéncia de um ombro
na regido do ultravioleta a 361 nm e uma banda larga composta na regido do visivel
constituida, pelo menos, por duas transigdes eletronicas, compativel com bandas
caracteristicas de transferéncia de carga que envolvem o centro metalico que neste caso,

se deduz que possam ser do tipo MLCT e uma eventual transicdo d—d.

9000
8000
7000
6000
5000

2000 MLCT

complexo 4a

g ( M-L.em)

3000

2000

1000

300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 22. Espetro eletronico do complexo 4a em DMSO.

Relativamente ao espetro de FTIR, verifica-se a existéncia de bandas que
comprovam a existéncia de modos vibracionais do complexo em causa (4a). Assim, 0
espetro exibe uma banda intensa caracteristica da existéncia do grupo hidroxilo presente
na cadeia principal de PLA a ~3417 cm™ (vo.H) e uma banda a ~2997 cm™ correspondente
ao estiramento vc.+ do anel aromatico da bipiridina. Observa-se também uma banda
caracteristica do estiramento vc-o da cadeia polimérica a ~1620 cm™ e ainda a presenca
do contra-ido, PFs pelo aparecimento de duas bandas a ~846 cm™ e a ~559 cm™ (Anexo
21).
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3.4.2. Sintese e caracteriza¢do do complexo [Fe(L4)s][PFs]2 (4b)

Para a obtencdo deste complexo macromolecular foi necessario realizar
primeiramente uma reacdo de modo a obter o ligando L4, cuja sintese se encontra descrita
no capitulo 2 (Esquema 3B).

O complexo 4b foi obtido através de uma reagdo entre o ligando L4 e
(NHa)2Fe(S04)2.6H.0 em metanol. A caracterizacdo deste complexo foi feita através de
'H-RMN no qual se verificou que o PEG ndo se encontrava muito bem definido e
apresentava valores de integracdo ndo compativeis com a sua massa molecular (2000
g/mol). Pensou-se por isso que o solvente utilizado pudesse estar a degradar o mPEG.

A solucdo para este problema passou pela realizacdo da mesma reagcdo num outro
solvente, o cloroférmio. Neste caso, o ligando L4 e 0 (NH4)2Fe(S04)2.6H20 tinham que
ser parcialmente sollveis em cloroférmio, o que se verificou. O complexo foi, assim
obtido pela reacdo entre o ligando L4 e (NH4)2Fe(S04)2.6H20 na presenga de excesso de
NH4PFes (Esquema 7). O procedimento de sintese deste complexo foi mais dificil e

moroso, comparativamente com o complexo 4a.
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Esquema 7. Esquema reacional para a obtencéo do complexo 4b.

A reacdo foi seguida através de TLC utilizando como eluente
diclorometano:metanol (4 ml:200 pl). A reagdo deu-se como terminada quando néo se
verificou a existéncia de ligando livre. Os detalhes experimentais da sintese encontram-
se descritos no capitulo 6.

Este complexo foi caracterizado através de RMN (*H e *!P).
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A analise do espetro de *H-RMN veio confirmar a coordenacéo do ligando L4 ao
centro metélico de ferro. Deste modo, considerando as humeracGes efetuadas aos protdes
da bipiridina e da cadeia polimérica de PLA e do PEG, na figura 23, foram realizadas as

atribuicoes de todos os protdes que se encontram na figura 24.
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Figura 23. Numerag&o dos protbes e dos carbonos do complexo 4b.
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Figura 24. Espetros de *H-RMN em CDCl; do complexo 4b.

A analise deste espetro € muito semelhante ao espetro do ligando L4, verificando-
se a existéncia de todos os sinais da bipiridina na zona dos protdes aromaticos entre 8,68
ppm e 7,27 ppm (H1, H4 e H2). Os protdes —CH»- da bipiridina e —CH- da cadeia
principal do PLA (H6+H8) surgem a 5,18 ppm. Os protdes terminais das cadeias de PLA
e PEG, H8 +H14", exibem um sinal a 4,36 ppm e a cadeia principal do PEG exibe um
sinal a 3,64 ppm. O protdo H15 (3,38 ppm), é atribuido ao grupo —CHs- terminal do PEG.

Para terminar, os protdes H9 e H13 exibem um sinal a 1,56 ppm, correspondentes ao
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grupo —CHs- da cadeia terminal de PLA e ao grupo —CH(CHj3)- da D,L-Alanina. O protao
H9" correspondente ao outro grupo —CHs- da cadeia de PLA exibe um sinal a 1,26 ppm.
Pela analise verifica-se também a auséncia do protdo H12 no espetro do ligando L4
podendo encontrar-se sobreposto com o protdo correspondente a cadeia principal do PEG
(H14).

A anélise dos dois espetros (L4 e do complexo 4b) indicam que ndo se verificam grandes
alteracbes a nivel dos desvios quimicos com a coordenacdo ao centro metélico. A
alteracdo mais significativa € a desblindagem do protdo H2 (A=0,15 ppm), protdo este
que se situa no anel N,N-heteroaromatico da bipiridina, o que de facto é expectavel pois
os efeitos sdo mais pronunciados neste local. Os restantes protGes ja se encontram mais
distantes do local de coordenacdo para serem afetados em grande extensdo com a
coordenagdo.

Tal como foi calculado para o complexo 4a, através do espetro de *H-RMN ¢
possivel chegar a uma estimativa da massa molecular deste composto (4b), utilizando
assim uma formula muito semelhante a equacdo 5. Sabendo que a massa molecular do
ligando L4 é igual a6127,76 g/mol, a massa molecular do complexo pode ser determinada

através da seguinte equac&o:

(6) M(4b) = 3 x M(L4) + M (Ferro) + 2 x M(PEG)
= 18383,28 + 55,85 + 289,82
= 18728 g/mol

3.5. Complexos micelares

Nesta dissertacdo de mestrado foram sintetizadas duas familias envolvendo
sistemas micelares. Os complexos micelares foram obtidos por duas vias: i) formados in
situ por uma mistura de solvente organico e agua; ii) formados por introducdo de
macroligandos poliméricos anfifilicos, os quais, quando coordenados ao centro metélico,
originam micelas em meio aquoso.

As nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas recorrendo a varios
métodos, dependendo das aplicacGes pretendidas e das caracteristicas fisico-quimicas dos
polimeros utilizados e dos farmacos.>® Nesta dissertagdo de mestrado utilizaram-se dois
métodos de preparacdo diferentes que vao contribuir para a obtencdo de NPs com as
propriedades necessarias para a aplicacao na terapia dirigida contra o cancro. A principal

diferenga entre os dois métodos é a miscibilidade dos solventes utilizados. No método de
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evaporacdo do co-solvente, os solventes utilizados s&o imisciveis enquanto que no

segundo método, o da dissolucdo direta, os solventes sdo misciveis.

3.5.1. Método de evaporacéo do co-solvente

Este método consiste na dissolu¢do do complexo e do copolimero PLA-b-PEG
num solvente orgénico apolar. Apés a dissolugdo completa adiciona-se a fase aquosa e
submete-se a emulsificacdo, por agitacdo das duas fases, seguida de uma emulsdo
originada por uma fonte de energia elevada, o ultrassons. O solvente organico é
evaporado, por agitagdo magnética continua e a temperatura ambiente.5°

Para este estudo foram utilizados os compostos la, 2a e 3a, dado que sdo
insolGveis em &gua. O solvente organico utilizado nesta preparacéo foi o diclorometano
(4 ml) e para a fase aquosa foi usado um volume de 6 ml.%* Através deste método foram
caracterizadas varias amostras, por microscopia de forca atomica (AFM), com
concentragdes variaveis de complexo:copolimero, 9x10° mg/ml:2x10 mg/ml e 9,38x10"
> mg/ml:2x10* mg/ml, respetivamente. O esquema seguinte mostra o método de

preparacdo utilizado para a preparacao das nanoparticulas (Esquema 8).

M,
\ Adicdodedgua kL Evaporacdo lenta do
4 solvente organico
Solvente Organico
(CH.CIy)
onde
A A AV A VAN o VoV
PLA

Esquema 8. Método de preparacdo das nanoparticulas através da evaporagdo do co-solvente.

As micelas preparadas a partir dos complexos 1a-3a (1la-3a + PLA-b-PEG) foram
analisadas numa superficie hidrofdbica, designada hopg-grafite. As nanoparticulas
resultantes apresentaram uma larga dispersdo de tamanhos e verificou-se a existéncia de
um grande aglomerado de particulas, originando o aparecimento de relevos mais

acentuados. Para ser mais percetivel a visualizacdo das nanoparticulas foi necessario
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escolher uma melhor zona das amostras em analise para as quais se verificou que o
tamanho médio das nanoparticulas variava entre os 150-300 nm para os complexos la e
2a e possuia um intervalo um pouco maior para o complexo 3a, 150-400 nm (Figuras 25,
26 e 27).

Em suma, as dimensdes das NPs obtidas por analise de AFM apresentam tamanho
que pode ser aplicado em terapia dirigida contra o cancro, pois apresentam dimensoes até
1000 nm. Contudo, deverdo ser testados novos métodos de micelizagdo, como por
exemplo, didlise, de modo a obter tamanhos de nanoparticulas mais homogéneos e
também deverdo ser testadas outras concentracdes, pois o tamanho das particulas tem um
papel importante na capacidade de atravessar as membranas bioldgicas. Com base em
dados publicados na literatura, a vasculatura e as fenestragdes podem sofrer modificacdes
em diferentes condi¢cdes patologicas. Por exemplo, o crescimento do tumor induz ao
desenvolvimento da neovasculatura que é caracterizada pelo endotélio vascular
descontinuo com grandes fenestracdes na gama dos 200-780 nm®?, permitindo assim a
passagem de NPs que apresentem este tamanho, o que vai ao encontro dos resultados

obtidos neste trabalho.

Figura 25. Imagem topografica, obtida por AFM para as micelas 1a + PLA-b-PEG, com uma escala
3x3 um.
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Figura 26. Imagem topografica, obtida por AFM para as micelas 2a + PLA-b-PEG, com uma escala

3x3 pum.

Figura 27. Imagem topogréfica, obtida por AFM para as micelas 3a + PLA-b-PEG, com uma escala 3x3

pm.
Pela técnica de espetroscopia de fluorescéncia utilizando o pireno como

fluordforo, que funciona como sonda hidrofdbica, teve-se como objetivo a determinacéo
da concentracdo micelar critica com base nos espetros de emissdo de fluorescéncia, em

que as interagdes do pireno ocorrem entre as nanoparticulas e a solu¢éo aquosa. N&o foi,
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contudo, possivel a determinacdo da CMC utilizando esta técnica pois 0 método utilizado
ndo se revelou reprodutivel neste caso, ou seja, através do método de evaporagdo do co-
solvente nédo foi possivel controlar com exatidao as quantidades relativas de solvente que
evaporam.

Ainda com o objetivo de inferir acerca da concentracdo micelar critica (CMC),
utilizaram-se as solu¢des com concentragdes mais baixas, calculadas para a preparagédo
das soluges para andlise através de fluorescéncia, e analisaram-se as amostras por AFM.
Assim, amostras com concentracfes de 62,29 mg/ml de copolimero e 0,52 mg/ml de
complexo de ferro e de cobalto (1a e 2a) e 0,53 mg/ml de complexo de zinco foram
caracterizadas por AFM. Através da andlise das figuras 28, 29 e 30 verifica-se que todas
as amostras apresentam a formacdo de micelas concluindo-se, portanto, que a CMC é
igual ou inferior as concentracGes utilizadas. No entanto, através desta analise pode-se
também verificar que os tamanhos das nanoparticulas ja sdo significativamente mais
reduzidos, comparativamente as amostras analisadas inicialmente. Também se observam
zonas planas que deverdo corresponder a adsorcdo ordenada de moléculas de grafite.
Relativamente as amostras 1a e 2a, o intervalo de tamanho das NPs variam entre 29-55
nm e 35-51 nm, respetivamente, enquanto que para 0 composto 3a o tamanho das
nanoparticulas € um pouco maior encontrando-se num intervalo entre 62-72 nm.
Verificou-se também que o complexo de zinco (3a) apresenta nanoparticulas com
tamanhos superiores comparativamente aos dos complexos de ferro e de cobalto (1a e
2a). A explicacdo para os tamanhos superiores das nanoparticulas para o complexo de
zinco (3a) podera estar relacionada com o maior comprimento da ligacdo esperado entre
o Zn"" e o ligando para o qual contribui o raio atémico do metal, pois o zinco apresenta

maior raio atomico do que ferro e cobalto.
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16,80 nm

Figura 28. Imagem topografica, obtida por AFM para as micelas 1a + PLA-b-PEG, com uma escala
1,27x1,27 pm.

0

Figura 29. Imagem topogréfica, obtida por AFM para as micelas 2a + PLA-b-PEG, com uma escala
1x1 pm.

54



Figura 30. Imagem topogréafica, obtida por AFM para as micelas 3a + PLA-b-PEG, com uma escala
1,2x1,2 pm.

O tamanho das nanoparticulas obtidas nesta segunda analise esta também de
acordo com o tamanho de NPs para a aplicacdo nas terapias oncologicas, pois geralmente
apresentam uma dimens&o que varia num intervalo de 20-1000 nm.*>3! Diversos estudos
tém demostrado que o tamanho das NPs é um dos fatores que pode afetar diretamente a
sua distribuicdo nas células tumorais.?® O tamanho também pode afetar o trafego
intracelular, o que por sua vez pode influenciar a acumulacdo das NPs nas células
tumorais. Assim, os tamanhos das NPs obtidos neste trabalho apresentam o requisito

primordial para a aplica¢do na terapia dirigida contra o cancro.

3.5.2. Método de dissolucdo direta

Este método consiste em dissolver o complexo macromolecular num solvente
organico miscivel em &gua. Seguidamente, recorrendo a ultrassons, deixa-se agitar
durante alguns minutos de modo a garantir que o complexo se encontre totalmente
dissolvido. Posteriormente adiciona-se a fase aquosa e coloca-se no rotavapor de modo a
evaporar o solvente organico. Tal como ja foi referido anteriormente, a principal diferenca
entre os dois métodos € a miscibilidade dos solventes utilizados, sendo que neste caso 0s

solventes sdo misciveis.
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O complexo macromolecular analisado através deste método foi o complexo 4b.
O solvente orgénico usado foi o THF em vez do diclorometano, usado no método anterior
para 4a, pois este complexo néo é soltvel neste solvente.

As micelas preparadas para 0 composto 4b, que apresentam uma concentracao de
1,1 mg/ml, foram também caracterizadas por AFM utilizando como superficie, hopg-
grafite. Como é possivel observar através da andlise da figura 31, a maioria das
nanoparticulas formadas apresentam tamanhos muito regulares existindo, no entanto,
umas que apresentam tamanhos superiores, mas em menor quantidade. O intervalo de
tamanho das NPs para o composto 4b varia entre 164-318 nm, apresentando também um

tamanho adequado para ser aplicado em terapia dirigida contra o cancro.

Figura 31. Imagem topogréfica, obtida por AFM para as micelas obtidas a partir do complexo 4b, com
uma escala 3x3 um.

Os dois métodos usados para originar complexos micelares sdo reprodutiveis, ou
seja, permitem a formacdo de nanoparticulas com tamanhos regulares, mas o método de
evaporacao do co-solvente, em particular, ndo € facilmente adaptavel a escala industrial,
uma vez que é um método que ndo permite o controlo da evaporacdo dos solventes

utilizados e € um método um pouco demorado.



Capitulo 4- Estudo de Estabilidade e Atividade
Biologica



4.1. Estudo de estabilidade atraveés de espetroscopia de UV-Vis

O estudo da estabilidade de um complexo é um fator que é essencial para obter
conhecimentos acerca da sua viabilidade para aplicacdo a nivel terapéutico. S&o varios o0s
processos que conduzem a alteracdo da estabilidade de um complexo, como a
isomerizacdo, a desidratacdo, a racemizacdo, a hidrolise e processos de oxidagdo-
reducio.®* Neste contexto, a avaliagdo da estabilidade de um complexo assume um
enorme interesse pois esta permite avaliar a sua atividade num determinado periodo de
tempo, de modo a compreender se 0 complexo exerce a sua atividade de forma isolada
ou se decomp®e originando outras espécies que poderdo ser responsaveis pela atividade
terapéutica.

Os complexos 1b, 2b e 3b apresentados nesta dissertacdo de mestrado foram
avaliados quanto a sua estabilidade de modo a perceber se sofrem alguma alteracdo que
possa conduzir a alteragdes a nivel quimico. Os complexos 1la-3a ndo foram estudados
guanto a sua estabilidade pois ja se encontram descritos na literatura. O estudo da
estabilidade destes compostos foi efetuado em 5% de DMSO e 95 % de meio celular
DMEM? recorrendo a técnica de espetroscopia de UV-Vis. Durante a primeira hora foram
realizadas leituras sucessivas de 15 em 15 minutos, e as leituras seguintes foram
realizadas de hora a hora até as 6 horas de estudo. A Gltima leitura foi feita no dia seguinte,
24 horas ap06s a primeira leitura.

A percentagem de variacdo indica a percentagem de variacdo das absorvancias ao
longo do estudo para determinado comprimento de onda e foi calculada segundo a
equacdo 7, aplicada aos comprimentos de onda méaximos (absolutos e relativos) de
absorcdo do espetro do composto em andlise. Nesta expressdo, ti indica o tempo
decorrido, Absimix € Absti indicam o valor de absorvancia para um dado comprimento de

onda ao tempo de mistura (tmix) € a cada tempo de medicao (t;), respetivamente.

= _rosy — Abstmix—Absti
) Variagdo(%) = — e < 100

O estudo de estabilidade do complexo 1b, em DMSO/DMEM (Figura 32), indica

que existe uma diminuicdo da intensidade das bandas que séo atribuiveis a transi¢cdes que

@ Meio celular que contém aminoacidos, vitaminas, proteinas e antibioticos.

58



envolvem o centro metalico a partir da primeira leitura (tmix). Como se pode verificar, a
alteracdo na absorcgéo das bandas a 357 e 529 nm foi de cerca de -20 %, enquanto que a
banda a 310 nm se manteve inalterada ao longo do tempo. Para tentar perceber este efeito,
normalizaram-se 0S espetros a tmix € para a leitura das 24 horas, verificando-se uma
variacdo de aproximadamente +15 % na banda atribuivel ao ligando (310 nm). Estas
observacdes poderdo indicar uma descoordenacdo das bipiridinas (Figura 33 e 34).

Por outro lado, pode-se também concluir que o composto é relativamente estavel
tendo em vista aplicacOes terapéuticas, uma vez que o seu tempo de meia vida é superior

a 24 horas.

tmix

6min
14min
24min

35min
45min

57min
70min

98min

136min
198min
261min
325min

Seeeme—- 374min
280 380 480 580 680 ... 24 horas
A (nm)

Absorvancia

Figura 32. Estabilidade do complexo 1b ao longo de 24 horas em DMSO/DMEM.
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Figura 33. Espetro normalizado do tmix € as 24 horas para o complexo 1b.
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Figura 34. Variacdo da intensidade das bandas 310 nm, 357 nm e 529 nm ao longo do tempo, para o

espetro eletronico do complexo 1b.

No caso do complexo 2b é evidente uma clara evolugdo com o tempo do espetro

eletronico (Figura 35), podendo indicar a decomposi¢do do complexo, formando uma ou

mais espécies em solucdo. Nota-se claramente uma grande alteracdo entre os 300 e 322

nm, levando a formacéo de um ombro a 318 nm.
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16min
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180min
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r@om  ==== 24 horas

Figura 35. Estabilidade do complexo 2b ao longo de 24 horas em DMSO/DMEM.

Em relacdo ao complexo 3b, este mostrou-se ser estavel ao longo das 24 horas
(Figura 36). O espetro eletronico manteve-se praticamente inalterado apresentando
apenas uma variacdo da intensidade de todas as bandas inferior a 10%. Verifica-se a
presenca de um pequeno ombro a 306 nm gue se alterou um pouco ao longo das 24 horas
de analise, sugerindo que este complexo em meio celular podera eventualmente interagir
através dos grupos hidroxilo do ligando, estabelecendo pontes de hidrogénio com as

proteinas existentes no meio celular (Figura 36 e 37).
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Figura 36. Estabilidade do complexo 3b ao longo de 24 horas em DMSO/DMEM.
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Figura 37. Variacdo da intensidade das bandas 295 nm e 306 nm ao longo do tempo, para o espetro
eletrénico do complexo 3b.

4.2. Estudos de viabilidade celular em linhas celulares tumorais humanas

O estudo da viabilidade celular € um ensaio essencial de modo a avaliar as
potencialidades dos compostos sintetizados neste trabalho como potenciais agentes
anticancerigenos. A atividade citotoxica dos complexos 1a-3a, 1b-3b, e 4a e dos sistemas

micelares dos complexos 1a-3a obtidos in situ pela adigdo do copolimero de PLA-b-PEG
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(1a-3a + PLA-b-PEG) e do sistema micelar do complexo de Fe contendo o macroligando
PLA/bipy-CH20OH/D,L-Alanina/PEG (4b) obtido pelo método de dissolucao direta foram
testados através da determinacdo dos valores de ICso na linha celular do adenocarcinoma
da mama humano (MDAMB231). Esta linha celular é extremamente agressiva e
atualmente néo existe tratamento para este tipo de tumores.

O efeito dos complexos testados na viabilidade celular destas células foi avaliado
apos 48 horas de exposi¢do. Os resultados apresentados nesta dissertacdo de mestrado
foram obtidos no Instituto Tecnologia Nuclear realizados pela Doutora Fernanda Marques
que cultivou e manipulou as células, e tratou todos os resultados obtidos.

Os resultados encontram-se compilados na tabela 10 e apresentam-se em termos
de valores de ICso, que corresponde a concentracdo necessaria para inibir 50 % da
populacdo celular em estudo. Assim, um composto serd mais citotoxico quanto menor for

o valor de ICso.

Tabela 10. Valores de 1Cso (uM= desvio padrdo) obtidos para os complexos 1a-3a, 1b-3b, 4a e para 0s
complexos micelares obtidos a partir de 1a-3a e 4b para a linha celular MDAMB231, ap6s 48h.

Amostras 1Cs0 (uM)
Complexos

la 99,2+12,6

2a 61,1 +16,6

3a 120,9 + 56

1b 86,6 + 8,0

2b 66,1 + 10,5

3b 32,4+9,1

4a 83,4 +26,5

Micelas

la + PLA-b-PEG 37,8+9,1

2a + PLA-b-PEG 10,2 + 4,6

3a + PLA-b-PEG 242 +9,0
4b :

Né&o foi possivel determinar devido a baixa concentracdo
de amostra (ver texto)

Os resultados indicam que todos os complexos apresentam citotoxicidade na linha
celular do adenocarcinoma da mama humano, nas condi¢fes experimentais utilizadas.
Dentro da familia a, o composto que apresenta melhor resultado é o composto 2a e na
familia b é o complexo 3b. Este é o complexo que apresenta maior citotoxicidade
comparativamente aos restantes complexos estudados. Relativamente ao composto

macromolecular 4a, verifica-se que este apresenta um valor ICso as 48 h de ~83 uM, um
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pouco melhor que os seus homologos ndo poliméricos, o que mostra a vantagem do uso
de um ligando polimérico. Os resultados globais mostram que todos os compostos
estudados apresentam potencialidades anticancerigenas. Para a mesma linha celular e nas
mesmas condigdes, a cisplatina (ICso ~40 pMP) é globalmente mais citotdxica do que os
compostos sintetizados neste trabalho, excluindo o composto 3b (~32 uM) que apresenta
uma citotoxicidade ligeiramente superior.

Relativamente aos resultados obtidos para os sistemas micelares 1a-3a + PLA-b-
PEG, estes indicam que as micelas formadas apresentam atividade citotoxica relevante
nas condicBes utilizadas, bastante superiores a dos seus precursores la-3a. Estes
resultados revelam claramente a vantagem do uso dos sistemas micelares. Refira-se que
todos estes sistemas estudados possuem valores de ICsp inferiores ao da cisplatina, em
particular o sistema micelar 2a + PLA-b-PEG, que apresenta maior citotoxicidade
comparativamente aos restantes sistemas estudados.

Relativamente as micelas obtidas a partir do complexo 4b, devido a escassez de
amostra, ndo foi possivel preparar solu¢des com concentra¢Bes superiores a 2,63 uM, o
que revelou ser insuficiente para a determinacdo do ICso. No entanto, para esta
concentracdo € ja notoria uma diminuicdo da percentagem da viabilidade celular, dando

uma indicacao das concentracdes necessarias para um proximo estudo (Figura 38).

120

100
8
6
4
2
0,08 016 033 066 131  2.63

o o o O

0

% Viabilidade celular

Concentracio, pM

Figura 38. Resultados dos ensaios de viabilidade na linha celular MDAMBZ231 para o complexo 4b.

b Resultado obtido este ano no decorrer da Tese de Mestrado em Genética Molecular do licenciado Tiago
Moreira, “Exploring the anticancer effects of multifunctional polymer-ruthenium conjugates”-em curso.
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Em concluséo, verifica-se que os complexos micelares apresentam valores de 1Cso
mais baixos comparativamente aos complexos andlogos ndo micelares, cujos valores

resultam numa citotoxicidade superior a da cisplatina.
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Capitulo 5- Conclusoes e Perpetivas Futuras



O objetivo fundamental deste trabalho era a formacao de complexos micelares de
metais de transicdo para a aplicacdo na terapia dirigida contra o cancro. Para o efeito foi
necessario sintetizar trés co(polimeros) (PLA-b-PEG, PLA/bipy-CH20OH e PLA/bipy-
CH>OH/D,L-Alanina/PEG) e trés familias de complexos, precursores da formagdo dos
sistemas micelares:
a) complexos de formula geral [M(bipy)s][PFs]x (M = Fe (1a), Co (2a) e Zn (3a);
x =2 (Fe, Zn) ou x=3 (Co));

b) complexos de formula geral [M(bipy-CH20H)3][PFs]x (M = Fe (1b), Co (2b)
e Zn (3b); x = 2 (Fe, Zn) ou x=3 (Co));

c) complexos de Fe contendo os ligandos macromoleculares PLA/bipy-CH.OH
(4a) e PLA/bipy-CH,OH/D,L-Alanina/PEG (4b).

A partir dos complexos anteriores foi possivel obter dois sistemas micelares:
a) micelas formadas in situ a partir da familia de complexos la-3a e do
copolimero de PLA-b-PEG;

b) micelas formadas a partir do complexo 4b.

Foi estudada a estabilidade dos complexos 1a-3a e 1b-3b por UV-Vis em solucéo
contendo um meio celular e a atividade biolégica de 1la-3a, 1b-3b, 4a e dos sistemas
micelares dos complexos 1a-3a obtidos in situ pela adi¢do do copolimero de PLA-b-PEG
e do sistema micelar do complexo de Fe contendo o macroligando PLA/bipy-
CH,OH/D,L-Alanina/PEG (4b) através da determinacdo dos valores de ICso na linha
celular do adenocarcinoma da mama humano (MDAMB231).

Os ligandos e os complexos foram caracterizados através das técnicas
espetroscopicas usuais (RMN, FTIR e UV-Vis). Relativamente aos complexos 1a-3a e
1b-3b, ndo houve qualquer problema relacionado com a sintese e os complexos foram
obtidos com rendimentos aceitaveis. A reacdo que representou um maior desafio foi a
sintese do complexo de ferro contendo o macroligando copolimérico PLA/bipy-
CH,OH/D,L-Alanina/PEG (4b). A descoberta que o metanol degradava o PEG facilitou
0 processo, pois a reacdo ocorreu noutro solvente levando a formagdo do complexo
pretendido.

Através das técnicas analiticas utilizadas foi possivel comprovar as estruturas dos
ligandos e dos complexos sintetizados. Verificou-se também que através da técnica de

RMN, existe um conjunto de fatores, nomeadamente a carga dos complexos, efeitos
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indutivos e de retrodoacdo m que desempenham um papel importante nos resultados
obtidos, provocando assim alteraces nos desvios quimicos dos protdes do ligando com
a coordenacéo.

Através dos espetros de UV-Vis verificou-se que apenas os complexos de ferro
(1a, 1b e 4a) apresentam duas bandas, uma delas intensa, na zona do UV atribuivel a uma
transicdo eletrénica ILCT e outra, larga, composta por duas transic@es, presumivelmente
atribuiveis a uma transicdo MLCT e, eventualmente, a uma transi¢ao d—d.

Os estudos de estabilidade em DMSO/DMEM por espetroscopia de UV-Vis
indicam que o complexo de ferro 1b e o complexo de zinco 3b sdo mais estaveis do que
o complexo de cobalto 2b. Os complexos 1b e 3b mantém-se estaveis ao longo das 24
horas, verificando-se uma variacdo de cerca 15 % das bandas do ligando no complexo
1b, podendo indicar a descoordenacdo das bipiridinas. No complexo 2b verifica-se
alterac6es ao longo das 24 horas podendo indicar a formacdo de uma ou mais espécies
em solucéo.

Na formacdo de micelas foram utilizados dois métodos de preparacdo das
nanoparticulas: o método de evaporacdo do co-solvente e 0 método de dissolucéo direta.
As micelas obtidas foram caracterizadas atraves de microscopia de forga atdmica (AFM).
O primeiro método foi testado para os complexos 1a-3a, no qual se obteve nanoparticulas
que apresentam tamanho variavel no intervalo 150-400 nm. A variacdo das concentracdes
relativas de complexo e copolimero permitiu obter NPs com tamanho mais reduzido, no
intervalo de 29-129 nm. O segundo método foi testado apenas para o complexo de ferro
4b no qual foram obtidas nanoparticulas com tamanho no intervalo de 164-318 nm.
Através da analise de AFM foi possivel concluir que os dois métodos utilizados para a
preparacdo de NPs sdo reprodutiveis, mas que dependem da concentracdo, e que estas
apresentam tamanho que permite a possivel aplicacdo em terapia dirigida contra o cancro.

Através dos ensaios de ICso, verificou-se que todos os compostos apresentam
citotoxicidade para a linha tumoral estudada (MDAMBZ231). Entre 0s compostos ndo
micelares, verificou-se que o complexo de zinco 3b foi aquele que mostrou melhor
atividade citotoxica, com um valor de 1Cso=32,4 uM as 48 horas. Os sistemas micelares
mostraram ser bastante mais citotoXxicos que 0s seus precursores, apresentando valores de
ICso mais baixos. Relativamente as micelas obtidas a partir do composto 4b, as
concentragOes que foram possiveis usar foram demasiado baixas para causar a morte de
50 % da populacédo celular, mas para a concentracédo de 2,63 uM € notoria a diminuigéo
da percentagem da viabilidade celular, sendo portanto um 6timo resultado. Os resultados
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globais mostram que todos o0s compostos estudados apresentam potencialidades
anticancerigenas, em particular os sistemas micelares, para os quais os valores de I1Cso
séo inferiores aos da cisplatina (40 uM). Os compostos de zinco, por se terem revelado
0S mais estaveis e também 0s mais citotoxicos serdo, a partida, 0s compostos mais
interessantes para a aplicacdo como agentes anticancerigenos.

Relativamente ao trabalho futuro, sugere-se a formagéo dos complexos de cobalto
e de zinco anélogos aos complexos 4a e 4b, bem como estudos de estabilidade e estudos
de viabilidade celular em linhas celulares tumorais humanas. Sugere-se ainda a
otimizacdo do processo de sintese e purificacdo do complexo 4b. Torna-se essencial
também a otimizacdo do método de preparacdo das nanoparticulas de modo a garantir que
0 tamanho obtido das NPs seja mais uniforme. Outro método de preparacdo de

nanoparticulas a ser explorado é o da dialise.
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Capitulo 6-Materiais e Métodos



6.1. Consideracdes Gerais

Todas as sinteses que serdo descritas neste capitulo foram realizadas usando
técnicas de Schlenk em atmosfera inerte de azoto de acordo com as técnicas de
manipulagéo habituais neste tipo de trabalho.

Os solventes utilizados no decurso deste trabalho foram utilizados sem purificagdo
prévia. Sempre que foi necessario usar solventes secos, estes foram-no de acordo com as
metodologias geralmente utilizadas (Tabela 11).%° Os ligandos 2,2 -bipiridina e 4,4’-
bis(hidroximetil)-2,2"-bipiridina foram adquiridos a Sigma-Aldrich® e o NH4PFs

utilizado nas mesmas sinteses é procedente da Fluka®.

Tabela 11. Lista de solventes usados durante este trabalho, respetivas propriedades e modos de secagem.

Solvente Ponto de ebulicio (°C) Pré-secagem Refluxo-Destilagéo
THF 66,0 - Fio de sodio/benzofenona
Diclorometano 40,0 CaCl, CaH:
n-Hexano 68,7 Fio de sodio CaH>
Eter etilico 34,6 Fio de sodio  Fio de sodio/benzofenona

6.2. Caracterizacao
6.2.1. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espetros de RMN de *H, 3P e 3C foram efetuados a temperatura ambiente
num espectrometro Brucker Avance 400 (operando a uma frequéncia de 400 MHz para
'H, 162 MHz para 3P e 100,6 MHz para *3C). Usou-se como solventes cloroférmio- d1
(99,9%), DMSO-d6, acetona-d6 e metanol-d4 adquiridos a Sigma-Aldrich, utilizados sem
purificacdo adicional. Os desvios quimicos sdo dados em partes por milhdo (ppm)
utilizando como referéncia o sinal residual do solvente (cloroférmio- d1: 6H = 7,26 ppm,
dC = 77,16 ppm; DMSO-d6: 6H = 2,50 ppm, 6C = 39,52 ppm; Acetona-d6: 6H = 2,05
ppm, 6C = 29,8 ppm e Metanol-d4: 6H =3,31 ppm, 6C = 49,0 ppm) e as constantes de
acoplamento (J) sdo expressas em Hertz (Hz).
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6.2.2. Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Os espetros de infravermelho (1V) dos complexos sintetizados foram obtidos num
espectrometro Shimadzu IRAffinity-1 FTIR. Foram preparadas pastilhas de KBr (feitas ao

ar) ndo tendo sido realizada qualquer calibracao adicional.

6.2.3. Espetroscopia de Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

Os espetros eletrénicos dos complexos foram realizados num espetrofotémetro
Jasco V- 560 de feixe duplo e em células de quartzo com comprimento ético de 1 cm. Os
solventes utilizados para a caracterizacao e ensaios de estabilidade dos complexos foram
DMSO, diclorometano, metanol e DMEM. Todas as medi¢cdes foram feitas ao ar e a
temperatura ambiente. A concentragdo das solucOes utilizadas para tragar 0s espetros
encontram-se na gama dos 10° M a 10° M. As absortividades molares foram
determinadas segundo a equacdo de Lambert-Beer e o intervalo de comprimentos de onda

observado esteve entre o valor cut-off de cada solvente e 900 nm.

6.2.4. Analise Elementar

As determinacdes das percentagens de C, H e N dos complexos foram realizadas
no Laboratério de Analises do Instituto Superior Técnico, num equipamento Fissons
Instruments, modelo EA1108.

6.2.5. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

O modo de caracterizacao por AFM foi realizado ao ar, utilizando um instrumento
Multimode AFM com um controlador Nanoscope Illa da Digital Instruments, Veeco,
gravadas com uma sonda constante de 42 Nm™ e uma ressonancia com frequéncia de
cerca de 300 kHz (TESP, Brucker). Para a imagiologia foi utilizada uma velocidade de
varrimento de 1,7 Hz. A amostra foi colocada numa superficie recentemente clivada
HOPG (highly oriented pyrolytic grafite) e secou-se sob refluxo de azoto. Utilizou-se

aproximadamente 50 pL de “amostra”.
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6.2.6. Estudos de viabilidade celular

Os estudos biolégicos foram realizados no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Nucleares (C?>TN) do Instituto Superior Técnico — Pdlo de Loures da Universidade de
Lisboa, pela Doutora Fernanda Marques.

A atividade citotoxica dos compostos foi avaliada em células de carcinoma da
mama humanas MDAMB231 procedendo do seguinte modo para cada composto em
ensaio:

As culturas das linhas celulares de carcinoma humano da mama (MDAMB231;
ATCC) foram efetuadas em meio DMEM (Gibco) contendo GlutaMax | (MDAMB231)
e foram completados com 10% de PBS 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 proliferacédo
celular e que permite a adesédo das células.

Quando as células atingiram a confluéncia necessaria, foram dissociadas atraves
da adicdo de uma solucdo 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-difeniltetrazélio (MTT) a azul de formazano pelas células viaveis. Para isso, as
celulas foram semeadas em 200 uL de meio celular completo em placas de 96 pogos. A
densidade celular foi de 2 x 10* células (MDAMB231) viaveis por poco. As células
ficaram a aderir durante 24 h, seguindo-se a adi¢ao das varias dilui¢des em meio (200 ulL)
do composto em ensaio. O composto em ensaio foi primeiramente solubilizado em
DMSO (compostos 1a-3a e 1b-3b) ou em agua (composicdes micelares) e depois no meio
celular e adicionado as células em concentra¢fes 1-100 uM. As concentragdes finais de
DMSO no meio foram inferiores a 0,5 %. Apds as 24 h e 48 h de incubacéo, 37 °C/5%
CO2, o meio foi substituido por 200 pL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL em tampéo
fosfatos-PBS). Apos 3-4 h de incubacéo, a solucdo de MTT foi removida e os cristais de
formazano formados pelas células viaveis foram dissolvidos em DMSO (200 uL). A
viabilidade celular foi avaliada medindo a absorvancia a 570 nm, usando o
espetrofotdbmetro de placas. A citotoxicidade do composto em ensaio foi quantificada
calculando a concentracdo de farmaco que inibe o crescimento de 50 % das células (ICso)

(GraphPad Prism software).
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6.3. Sintese e caracterizacédo de co(polimeros) e macroligandos poliméricos

6.3.1. Ligando L1
o ]
6 ,
1| 3 0')71\’;(0\77‘)8'\%
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[ 10
o\% Ao
o
-O 41n

Para a sintese deste ligando utilizou-se 4,4’-bis(hidroximetil)-2,2"-bipiridina (0,08

g; 0,37 mmol) como iniciador, D,L- Lactideo (0,51 g; 3,5 mmol) como monémero e o
DMAP (0,04 g; 0,33 mmol) como catalisador. A mistura foi colocada num banho de 6leo
a 135 °C durante 5 minutos. Ao fim deste tempo, adicionaram-se algumas gotas de uma
mistura metanol:agua para fazer o quench da reacdo. Seguidamente dissolveu-se a mistura
em diclorometano e transferiu-se para um baldo de fundo redondo contendo uma mistura
de metanol e agua (1:1 v/v). Os solventes foram evaporados até a secura conduzindo a
precipitagdo do polimero. De seguida, este foi lavado duas vezes com éter etilico para
retirar o excesso de DMAP. Por fim, secou-se sob vacuo.

Rendimento: 56%

'H-RMN ((CD3).CO, MesSi, &/ppm) (multiplicidade, integragdo, atribuicéo): 8,67 (d; 2;
H1;3Jun= 4 Hz); 8,35 (s; 2; H4); 7,50 (s, 2, H2); 5,16 (s; 38; H6+H8); 4,36 (m; 2; H8);
1,56 (m; 107; H9); 1,48 (m; 6; HY").

FTIR [KBr] (cm™): 3487 (estiramento O-H), 2962 (estiramento C-H aromatico), 1753

(estiramento C=0 da cadeia polimérica).

6.3.2. Ligando L2
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Para a sintese deste ligando utilizou-se PEG (2,8 g; 1,4 mmol) como iniciador,
D,L- Lactideo (1 g; 6,94 mmol) como mondémero e DMAP (0,05 g; 0,41 mmol) como

catalisador. A mistura foi colocada num banho de 6leo a 135 °C durante 30 minutos.

Findo o tempo reacional, adicionaram-se algumas gotas de acetona para fazer o quench
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da reacdo. Dissolveu-se a mistura em diclorometano e transferiu-se para um baldo de
fundo redondo. Evaporou-se o solvente até a precipitagdo do copolimero. Por fim, o
polimero foi lavado duas vezes com éter etilico e seco sob vécuo.

'H-RMN (CDCls, MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integragdo, atribuicdo): 5,11 (s; 9; H1);
4,28 (m; 3; H1'+H4"); 3,57 (s; 183; H4); 3,31 (s; 3; H5); 1,51 (s; 30; H2); 1,42 (s; 2; H2").
FTIR [KBr] (cm™): 3425 (estiramento O-H), 2885 (estiramento C-H alifatico da cadeia
polimérica), 1757 (estiramento C=0 da cadeia polimérica).

6.3.3. Intermedidrio L3

0
H(E:/o\,/sfo/s\i’o + H\ZHJ\
<7 1Y [

Colocou-se cerca de 20 ml de THF num baldo de fundo redondo de 50 mL.
Adicionou-se 1,1"-carbonildiimidazole (CDI) (0,17g; 1,05 mmol). Posteriormente
adicionou-se PEG (1 g; 0,5 mmol). A mistura ficou a agitar durante 24 horas sob
atmosfera de azoto. Filtrou-se a mistura para outro baldo e evaporou-se o filtrado. Ao
mesmo baldo adicionaram-se 20 mL de solucdo tampdo®. Seguidamente adicionou-se
D,L-Alanina (0,03 g; 0,3 mmol). Deixou-se agitar sob atmosfera de azoto e em banho de
gelo, aproximadamente durante 24 horas. Findo o tempo reacional, o produto foi lavado
duas vezes com metanol e secou-se sob vacuo.

'H-RMN (CDCls, MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integracdo, atribuigdo): 3,63 (s;111,
H5), 3,37 (s; 3; H5).

6.3.4. Ligando L4
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¢Solugdo de 0.1 M de carbonato de sddio com 100 mL de agua destilada.
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Este ligando anfifilico foi obtido a partir de uma reagédo de esterificacdo entre o
ligando L1 e o intermediario L3. Colocou-se num Schlenk L1 (0,23 g; 0,13 mmol).
Seguidamente adicionou-se 50 ml de THF, 44 uL (0,31 mmol) de trietilamina (TEA) e
seis espatulas de peneiros moleculares em po. A mistura ficou a agitar sob atmosfera de
azoto durante 40 minutos e a temperatura ambiente para desprotonar o alcool da cadeia
terminal de L1. Findo o tempo reacional foi adicionado L3 (0,57 g; 0,27 mmol) a mistura.
Esta ficou sob agitagéo e refluxo durante seis horas. Deixou-se repousar, filtrou-se e
evaporou-se o solvente. De seguida, o produto foi lavado duas vezes com agua destilada
e seco sob vacuo.

'H-RMN (CDCls, MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integracdo, atribuicdo): 8,67 (d; 1; H1;
“Jur=4 Hz); 8,36 (s; 1; H4); 7,11 (s; 1; H2); 5,16 (s; 14; H6+H8); 4,36 (m; 3; HB"+H14");
3,64 (s; 89; H14); 3,37 (s; 1; H15); 2,61 (s; 2; H12); 1,56 (m; 37; H9); 1,49 (m; 4; HY").

6.4. Sintese e caracterizacdo de complexos
6.4.1. Sintese do complexo [Fe(bipy)s][PFs]2 (1a)

A sintese deste composto foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
McAlvin et al. °®

Colocou-se cerca de 225 mL de metanol num baldo de 500 mL. Adicionou-se a
solucdo (NHa)2Fe(S04)2.6H20 (0,57 g; 1,45 mmol) e 2,2 -bipiridina (0,71 g; 4,55 mmol).
A solucdo vermelha escura ficou sob agitacdo e a temperatura ambiente durante 3 horas.
Findo o tempo reacional adicionou-se NH4PFs (2,84 g; 17,42 mmol) e deixou-se a agitar
também a temperatura ambiente durante trinta minutos. Seguidamente a solugdo foi
filtrada e o produto foi lavado com agua (2 x 10 mL), metanol (2 x 10 mL) e por fim éter
etilico (2 x 10 mL). O produto obtido foi seco sob vacuo.
Rendimento: 65%
'H-RMN (MeOD, MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integragio, atribuicdo): 8,75 (d; 6; H1;
$Jun= 8 Hz); 8,19 (t; 7; H3; 3Jun= 8 Hz); 7,50 (s; 13; H2+H4).
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FTIR [KBr] (cm™): 3089 (estiramento C-N aromatico), 1606 (estiramento C=C
aromatico), 835 (estiramento P-F) e 557 (estiramento P-F).

UV-Vis [DMSO, Amad/ nm (e / Mtem™)]: 292 (33832), 360 (sh), 491 (sh) e 534 (4553).
Anélise Elementar experimental (calculada para [CsiH27F12FeNsP2]): C 43,1 (44,0), H
2,9 (3,3) e N 10,2 (10,2).

6.4.2. Sintese do complexo [Co(bipy)s][PFs]s (2a)

A sintese deste composto foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Klahr et al. ¥’

Colocou-se num Schlenk CoCl,.6H20 (0,25 g; 1,05 mmol), dissolveu-se em 20
mL de metanol e desarejou-se. A solucdo apresentou uma cor roxa. Adicionou-se
posteriormente 3 equivalentes de 2,2’-bipiridina (0,52 g; 3,29 mmol). Verificou-se que a
solucdo passou de roxa para laranja-avermelhado. A solucdo foi agitada a temperatura
ambiente durante 2 horas sob atmosfera de azoto. Seguidamente, colocou-se NH4PFs em
excesso (0,39 g; 2,39 mmol), deixou-se a agitar durante 30 minutos, tendo precipitado um
composto amarelo que foi filtrado. Este foi lavado com etanol, metanol e éter etilico. Por
fim recristalizou-se em diclorometano:n-hexano. O produto resultante amarelo foi seco
sob vacuo durante a noite.
Rendimento: 74%
'H-RMN ((CD3)2CO, MeaSi, &/ppm) (multiplicidade, integra¢io, atribui¢do): 9,06 (d; 6;
H1; %Ju= 8 Hz); 8,66 (t; 6; H3; *Jun= 6 Hz); 7,93 (t; 6; H2; *Jnn= 6 Hz); 7,88 (d; 6; H4;
3Jun= 4 Hz).
31P-RMN ((CD3)2CO, &/ppm): -144,54 [septupleto, PFsT].
FTIR [KBr] (cm?): 3103 (estiramento C-N aromatico), 1600 (estiramento C=C
aromatico), 837 (estiramento P-F) e 557 (estiramento P-F).
UV-Vis [DMSO, Ama/ nm (e / Mtem™)]: 288 (12977).
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Anélise Elementar experimental (calculada para [CaiH27CoF18NeP3]): C 44,2 (38,1), H
2,8 (2,8) e N 10,3 (8,6).

6.4.3. Sintese do complexo [Zn(bipy)s][PFs]2 (3a)

I,

A sintese deste composto foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Yadav et al. 8

Colocou-se num Schlenk Zn(CH3zC0OO0)..2H20 (0,09 g; 0,41 mmol) e dissolveu-
se em 20 mL de metanol. Adicionou-se a solugao incolor 2,2’-bipiridina (0,25 g; 1,6
mmol). A reagédo decorreu sob refluxo e sob atmosfera de azoto durante 24 horas. Depois
das 24 horas de refluxo, deixou-se arrefecer a solucdo até a temperatura ambiente e
adicionou-se NH4PFs (0,95 g; 5,8 mmol). A suspensdo branca foi novamente levada a
refluxo durante mais 24 horas sob atmosfera de azoto. Findo o tempo reacional, deixou-
se arrefecer e repousar até precipitar um produto branco. Seguidamente separaram-se as
duas fases e evaporou-se 0 solvente até ao limite da precipitacdo. Posteriormente
adicionou-se 20 mL de agua e a solucéo foi guardada a 4 °C durante uma hora. O produto
foi obtido por evaporacao lenta obtendo-se cristais cor-de-rosa. Por fim o produto foi seco
sob vécuo.
Rendimento: 97%
'H-RMN (MeOD, MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integragdo, atribuicéo): 8,78 (d; 6; H1;
3Jnn= 8 Hz); 8,48 (d; 6; H4; *Jnn= 8 H2); 8,27 (t; 6; H3; *Jnn= 6 H2); 7,74 (M; 6; H2;
3Jun= 6 Hz).
31IP.RMN (MeOD, &/ppm): -144,61 [septupleto, PFe].
FTIR [KBr] (cm?): 3116 (estiramento C-H aromaético), 1608 (estiramento C=C
aromatico), 831 (estiramento P-F) e 557 (estiramento P-F).
UV-Vis [DMSO, Ama/ nm (e / Mtcm™)]: 287 (10429).
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6.4.4. Sintese do complexo [Fe(bipy-CH20H)s3][PFs]2 (1b)

HO

HO

Dissolveu-se (NH4)2Fe(S04)2.6H20 (0,31 g; 0,79 mmol) em 22,5 mL de metanol.
Adicionou-se a solucdo 4,4’-bis(hidroximetil)-2,2"-bipiridina (0,49 g; 2,27 mmol). A
mistura ficou a agitar durante trés horas sob atmosfera de azoto. Findo o tempo reacional
adicionou-se NH4PFs (1,42 g; 8,71 mmol) e deixou-se agitar durante trinta minutos.
Seguidamente o produto foi filtrado e lavado duas vezes em diclorometano seco. Por fim
o0 produto foi recristalizado em metanol:éter etilico e seco sob vacuo.

Rendimento: 48%

'H-RMN ((CD3)2C0O), MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integracdo, atribuicdo):8,77 (s; 6;
H4); 7,65 (d; 6; H1; *Jun= 4 Hz); 7,54 (d; 6; H2; *Jun= 4 Hz); 4,92 (s; 12; H6).
31P-RMN ((CD3).CO), 8/ppm): -143,69 [septupleto, PFg].

13C-RMN [Acetona-d6, &/ppm (atribuicdo)]: 62,83 (C6); 121,81 (C4); 125,65 (C2);
154,46 (C1); 156,34 (C3); 160,01 (C5).

FTIR [KBr] (cm™): 3290 (estiramento O-H), 1618 (estiramento C=C aromatico), 842
(estiramento P-F) e 559 (estiramento P-F).

UV-Vis [DMSO, Amax/ nm (e / Mtcm™)]: 295 (37831); 360 (sh); 488 (sh); 537 (4608).

[MeOH, Amax/ nm (e / Mtecm™)]: 300 (53072); 357 (sh); 490 (sh); 531 (8646).
Anélise Elementar: experimental (calculada para [CssHssF12FeNeOsP2]): C 39,0 (43,5),
H 3,6 (3,6) e N 8,4 (8,5).
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6.4.5. Sintese do complexo [Co(bipy-CH20H)3][PFs]s (2b)

HO

.

Dissolveu-se CoCl2.6H20 (0,18 g; 0,76 mmol) em 20 mL de metanol. Aquando
da adicdo, a solucdo apresentou uma cor roxa. Foram adicionados a solu¢do metanolica 3
equivalentes de 4,4’-bis(hidroximetil)-2,2"-bipiridina (0,41 g; 1,9 mmol). A solucédo
amarela alaranjada resultante foi agitada sob atmosfera de azoto durante 2 horas. Findo o
tempo reacional, foi adicionado um excesso de NHsPFe (0,23 g; 1,4 mmol) tendo
precipitado um composto amarelo. Ap6s 30 min. de agitacdo deixou-se repousar durante
breves minutos e o produto formado foi filtrado e lavado duas vezes com metanol, sendo
que entre as lavagens o Schlenk foi colocado no frio para ajudar a precipitacdo do
composto. O produto formado foi seco sob vacuo.
Rendimento: 43%
'H-RMN (DMSO-d6, MesSi, 6/ppm) (multiplicidade, integragdo, atribuicdo): 8,94 (s; 6;
H4); 7,70 (d; 6; H2; 3Jun= 4 Hz); 7,42 (s; 5; H1; 3Jun= 4 Hz); 4,85 (d; 11; H6; 3Jun= 4
Hz).
31P-RMN (DMSO, &/ppm): -144,33 [septupleto, PFgT].
13C-RMN [DMSO-d6, &/ppm (atribuicéo)]: 60,96 (C6); 123,65 (C4); 127,91 (C1); 150,38
(C2); 154,74 (C5); 160,60 (C6).
FTIR [KBr] (cm™): 3410 (estiramento O-H), 1620 (estiramento C=C aromatico), 844
(estiramento P-F) e 557 (estiramento P-F).
UV-Vis [DMSO, Amax/ nm (g / Mtcm™)]: 287 (25677);317 (23696); 468 (54).

[MeOH, Amax/ nm (e / Mtem™)]: 250 (sh) e 306 (25579).

Anélise Elementar: experimental (calculada para [C3sH3sCoF18NsOsP3]): C 35,7 (37,8),
H38(3,2)eN91(74).
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6.4.6. Sintese do complexo [Zn(bipy-CH20H)3][PFs]2 (3b)

HO

HO |

A sintese deste composto foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Yadav et al. 8

Colocou-se num Schlenk Zn(CH3C0OO0)..2H20 (0,08 g; 0,36 mmol) e dissolveu-
se em 20 mL de metanol. Adicionou-se a solucdo 4,4’-bis(hidroximetil)-2,2"-bipiridina
(0,26 g; 1,20 mmol). Deixou-se a solu¢do em refluxo durante 24 horas. Apds este tempo
reacional, a solugdo limpida foi arrefecida a temperatura ambiente e adicionou-se NH4PFs
(0,95 g; 5,8 mmol). A suspensdo branca foi novamente aquecida a refluxo durante mais
24 horas sob atmosfera de azoto. Findo o tempo reacional, deixou-se arrefecer e repousar
até precipitar o produto branco formado. Seguidamente separam-se as duas fases e
evaporou-se o solvente até ao limite da precipitacdo. Posteriormente adicionou-se 20 mL
de &gua e a solucdo foi guardada no frio durante aproximadamente uma hora. Por fim, o
produto foi obtido por evaporacdo lenta obtendo-se um sélido cor-de-rosa, que foi
posteriormente seco sob vacuo.
Rendimento: 58%
'H-RMN (MeOD, MesSi, §/ppm) (multiplicidade, integragdo, atribuicéo): 8,63 (s; 6; H4);
7,99 (d; 5: H1; 3Jun= 4 Hz): 7,64 (d; 6; H2; 3Jun= 4 Hz): 4,93 (s; 60; H6).
31P-RMN (MeOD, &/ppm): -144,61 [septupleto, PFg].
13C-RMN [MeOD, &/ppm (atribuicéo)]:63,05 (C6); 121,38 (C4); 125,65 (C2); 148,71
(C1); 150,66 (C5); 159,40 (C3).
FTIR [KBr] (cm™): 3398 (estiramento O-H), 2906 (estiramento C-H aromatico),1618
(estiramento C=C aromatico), 846 (estiramento P-F) e 559 (estiramento P-F).
UV-Vis [DMSO, Ama/ nm (e / Mtem™)]: 288 (17986).
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6.4.7. Sintese do complexo [Fe(L1)s][PFs]2 (4a)
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Dissolveu-se o ligando L1 (0,24 g¢g; 0,15 mmol) em 22,5 mL de metanol.
Adicionou-se a mistura (NHa)2Fe(S0O4)2.6H20 (0,03 g; 0,08 mmol). A solucéo vermelha
escura resultante ficou a agitar durante trés horas sob atmosfera de azoto. Findo o tempo
reacional adicionou-se NH4PFe (0,12 g; 0,74 mmol). Deixou-se a solucgdo a agitar mais
30 minutos. Seguidamente o solvente foi evaporado e lavado trés vezes com n-hexano.
Por fim o s6lido vermelho escuro obtido foi seco sob vécuo.

Rendimento: 32 %

'H-RMN ((CDs).CO), MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integragdo, atribuicéo): 8,41 (s; 2;
H1); 7,41 (s; 2; H2+H4); 5,16 (s; 16; H6+H8); 4,34 (s; 1; H8"); 1,54 (m; 51; H9+H9").
31P-RMN ((CD3)2CO), 8/ppm): -144,33 [septupleto, PFe].

FTIR [KBr] (cm™): 3417 (estiramento O-H), 2997 (estiramento C-H aromatico), 1620
(estiramento C=0 da cadeia polimérica), 846 (estiramento P-F) e 559 (estiramento P-F).
UV-Vis [DMSO, Amax/ nm (e / Mtcm™)]: 315 (6925), 361 (sh), 541 (2853).

6.4.8. Sintese do complexo [Fe(L4)3][PFs]2 (4b)
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Dissolveu-se o ligando L4 (0,16 g; 0,019 mmol) em 2 mL de cloroférmio num

Schlenk. Apos a dissolucao do copolimero na sua totalidade, adicionou-se mais 18 mL de
cloroformio e (NH4)2Fe(S0O4)2.6H20 (0,09 g; 0,23 mmol). A reacdo decorreu durante 96

horas sob agitacdo e atmosfera inerte. A reacéo foi seguida por TLC usando como eluente
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uma mistura diclorometano:metanol (4 mL:200 pL). Findo o tempo reacional o solvente
foi evaporado e o produto formado foi lavado duas vezes com agua destilada.

'H-RMN ((CDClIs), MesSi, 8/ppm) (multiplicidade, integracdo, atribui¢do): 8,68 (s; 1;
H1); 8,37 (s; 1; H4); 5,18 (s; 12; H6+HS8); 4,36 (m; 4; H8"+H14"); 3,64 (s; 77; H14); 3,38
(s; 1; H15); 1,56 (m; 33; H9); 1,26 (m; 1; HY").

31P-RMN ((CD3)2CO), 8/ppm): -144,33 [septupleto, PFe].

6.5. Preparacdo das micelas poliméricas
6.5.1.Método evaporacao do co-solvente

As micelas poliméricas foram preparadas segundo o procedimento descrito por
Yang et al. ¢

Dissolveu-se o complexo 1a (0,004 g; 0,03 mmol) em 4 mL de diclorometano.
Apos este estar completamente dissolvido, adicionou-se a solucéo cor-de-rosa resultante
L2 (0,40 g; 0,22 mmol). Posteriormente adicionou-se 6 mL de agua destilada. Colocou-
se a mistura num equipamento de ultrassons por breves minutos de modo a criar uma
emulsdo. Por fim, deixou-se a agitar durante a noite para a evaporacdo do co-solvente.
No dia seguinte foi caracterizado por microscopia de forca atomica (AFM). O mesmo
procedimento foi utilizado para a preparacdo das nanoparticulas dos complexos 2a e 3a.

6.5.2.Método de dissolucédo direta

Dissolveu-se o composto 4b (0,0021 g) em 2 mL de THF. Posteriormente
colocou-se a mistura num equipamento de ultrassons durante 15 min. De seguida
adicionou-se cerca de 2 mL de agua. Finalmente evaporou-se o solvente organico no
rotavapor. Nesse mesmo dia as nanoparticulas foram caracterizadas por microscopia de

forca atdbmica (AFM).
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Anexo 1. Espetro de FTIR do ligando L1.
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Anexo 4. Espetro de 'H-RMN do composto 3a em metanol-d4.
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Anexo 11. Espetro de HSQC do composto 1b em acetona-dé.
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Anexo 12. Espetro de HMBC do composto 1b em acetona-d6.
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Anexo 13. Espetro de HSQC do composto 2b em DMSO-d6.
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Anexo 14. Espetro de HMBC do composto 2b em DMSO-d6.
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Anexo 15. Espetro de HSQC do composto 3b em metanol-d4.
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Anexo 16. Espetro de HMBC do composto 3b em metanol-d4.
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Anexo 17. Espetro de FTIR do composto 1b.
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Anexo 18. Espetro de FTIR do composto 2b.
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Anexo 19. Espetro de FTIR do composto 3b.
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Anexo 20. Espetro de *H-RMN do composto 4a em CDCls.
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Anexo 21. Espetro de FTIR do composto 4a.
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