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Resumo

O trabalho realizado nesta tese foi desenvolvido no grupo de investigacdo de Biofisica Molecular
do CQB, no @mbito do projeto da FCT, PTDC/QEQ-SUP/4283/2014. Este projeto tem como
objetivo o desenvolvimento de uma biblioteca de compostos capazes de interatuar com anides
biologicamente relevantes e eficazes no transporte de cloreto através das membranas celulares.

No Capitulo 1, foi feita uma abordagem ao tema da quimica supramolecular e uma revisao da
literatura sobre o desenvolvimento de varios recetores sintéticos contendo unidades (tio)ureia
baseados em trés plataformas distintas tren, 1,3,5-triazina e tetraazacalix[2]areno[2]triazina.

No Capitulo 2, ponto 2.1 encontra-se a sintese e caracterizacdo de recetores baseados no tripodal
tren 8 ligados através de unidades ureia, tioureia e amida a isdmeros estruturais do 2’-, 3’- e 4’-
benzo[b]tiofeno. Assim, foram sintetizadas as tri-ureias, 35a e 35b, com um rendimento de 59 e
89 %, respetivamente, enquanto que a tri-ureia 35¢ ndo foi obtida de forma pura. Os recetores tri-
tioureias 36a e 36b, analogos de 35a e 35b, foram também sintetizados com um rendimento de
88 e 98 %, respetivamente. Variando o grupo de interagdo, foram ainda sintetizadas as tri-amidas
37a e 37b, derivados na posi¢ao 3’- e 2’-benzo[b]tiofeno, com um rendimento de 45 e 44 %,
respetivamente. No ponto 2.2, variou-se o esqueleto da plataforma central e foi explorada a sintese
de recetores baseados na 1,3,5-triazina através de duas vias sintéticas distintas. Este tripodal foi
conectado a espacadores alifaticos os quais por sua vez se ligam, através de grupos ureias, a anéis
aromaticos com diferentes substituintes (F e CFs3). Deste modo, resultaram as tri-ureias 44a e 44b
com os substituinte Ar-F e Ar-CFs, respetivamente, ambas com rendimento de 23 %. No ponto
2.3, 0 mesmo tipo de substituintes aromaticos com grupos electroatractores foi tentado introduzir
nas unidades da plataforma de tetraazacalix[2]areno[2]triazina através de grupos ureias,
utilizando uma metodologia previamente desenvolvida no laboratério. Assim, neste ponto
encontra-se a sintese de alguns intermediarios com unidades ureia, monémeros constituintes do
macrociclo, tetraazacalix[2]areno[2]triazina, obtidos com sucesso, enquanto, a sintese dos
produtos finais tetraazacalix[2]areno[2]triazina funcionalizados com unidades ureia ndo foi
conseguida.

A afinidade dos recetores sintetizados foi avaliada através do método de titulagdo por *H NMR,
em DMSO0-ds/0,5 % H20 a 293 K, com diferentes anides do tipo halogenetos e oxoanides. No
ponto 2.4 encontram-se apresentados os valores das constantes de associacdo, logKa.. Dos
recetores avaliados, as tri-ureias 35a, 35b e tri-tioureias correspondentes 36a e 36b, derivados de
tren, apresentam elevados valores de afinidade para o ido cloreto, com logK, de 3,33; 3,73; 2,50
e 2,84, respetivamente. Enquanto que o derivado de 1,3,5-triazina 44a apresenta uma fraca
afinidade para o cloreto com logK, de 1,46. As tri-amidas derivadas de tren 37a e 37b também
apresentam baixos valores de logK, com valores de <1 e 1,14, respetivamente. Constatou-se
ainda, por comparacdo com a literatura, que os recetores 35a e 35b contém valores de logK,, para
0 anido cloreto, superior a recetores estruturalmente semelhantes. No ponto 2.5, testou-se a
citotoxicidade dos recetores 35a, 35b, 36a e 36b em duas linhas celulares cancerigenas. Foi
observado que recetores ureia sdo mais toxicos que analogos tioureia e que a derivatizagdo na
posigdo 3’ do benzo[b]tiofeno origina derivados mais toxicos que na posi¢ado 4’.

No Capitulo 3 encontra-se as conclusdes deste trabalho e no Capitulos 4 estdo delineados os varios
processos sintéticos, a caracterizagdo estrutural dos produtos finais e intermediarios assim como
as condicBes experimentais referentes as titulagdes de *H NMR dos recetores com os anides.

Palavras Chave: derivados de tri(2-aminoetil)amina (tren), derivados de triazina,
reconhecimento aniénico, (tio)ureia, benzo[b]tiofeno



Abstrat

The work performed in this dissertation was developed on the Molecular Biophysics of CQB
research group under the scope of the FCT project, PTDC/QEQ-SUP/4283/2014. The aim of this
project is to develop a library of various compounds capable of both interacting with, biologically
relevant, anions and effective as well in the transport of chloride through cell membranes.

In Chapter 1, a brief approach about the topic of supramolecular chemistry and a literature review
on the development of several synthetic receptors containing urea units based on three platforms
with distinct flexibilities, namely tren, 1,3,5-triazine and azacalix[2]areno[2]triazine, can be
found.

Proceeding to Chapter 2, 2.1 contains the synthesis and characterization of receptors based on the
tripodal tren 8 connected by urea, thiourea and amide units to the structural isomers of the 2°-, 3°-
and 4’- benzo[b]thiophene. The tri-ureas 35a and 35b were synthesized with a yield of 59 and
89%, respectively, while the tri-urea 35¢ was not obtained pure. The tri-thioureas 36a and 36b
receptors, analogs of 35a and 35b, were synthesized with a yield of 88 and 98%, respectively.
Varying the interaction group, the tri-amides 37a and 36b, derived in the position 3’- and 2’-
benzo[b]thiophene, were synthesized with a yield of 45 and 44%, respectively. In 2.2 the central
platform changed to 1,3,5-triazine and the synthesis of different receptors, through two distinct
synthetic pathways, were explored. This tripodal (1,3,5-triazine) was connected to aliphatic
spacers which were binded through urea groups to aromatic rings with different substituents (F
and CF3). Thus, the tri-ureas 44a and 44b were produced with the substituent Ar-F and Ar-CF3
respectively, both with a yield of 23%. In 2.3 the same type of aromatic substituents with electro
attractor groups was introduced in the tetraazacalix[2]areno[2]triazine platform units through urea
groups, using a methodology previously developed in the laboratory. The synthesis of some
monomers constituting the macrocycle, tetraazacalix[2]areno[2] triazine were successful.
However, the synthesis of the whole tetraazacalix[2]areno[2]triazine macrocycle functionalized
with urea units was not achieved. In 2.4 the affinity of the synthesized receptors was evaluated
through titrations by *"H NMR, in DMSO-ds/0,5% H.0 at 293 K, with different anions consisting
in halogens and oxoanions. The tren based tri-ureas 35a and 35b and the corresponding tri-
thioureas 36a and 36b, present high affinity values for the chloride ion, with logK, of 3,33; 3,73;
2,50 and 2,84 respectively. Whereas the derivative of 1,3,5-triazine 44a presents a weak affinity
for the chloride with a logK, of 1,46. The tri-amides, derived from tren, 37a and 37b also have
low logK, values of < 1 and 1,14, respectively. By comparison with the literature, is shown that
receptors 35a and 35b contain values logK,, for the chloride, superior than those obtained for
structurally similar receptors. In 2.5, cytotoxicity of 35a, 35b, 37a and 37b receptors was tested
in two cancerous cell lines. It was observed that urea receptors are more toxic than thiourea
analogues and that derivatization in position 3’ of benzo [b]thiophene originates derivatives more
toxic than in position 4°.

In Chapter 3 is the conclusions of this work and on chapter 4 are outlined the various synthetic
processes, the structural characterization of the final and intermediate products as well as the
experimental conditions related to the titrations of *H NMR of the receptors with the anions.

Key Words: tris(2-aminoethyl)amine (tren) derivatives, triazine derivatives, anion recognition,
(thio)urea, benzo[b]thiophene



Simbolos

) Desvio Quimico

g Gramas

mg Miligramas

Hz Hertz

0 NUmero de Onda

°C Grau Celsius

K Grau Kelvin

n Rendimento

Ka Constante de associacao

K1 Constante de associacao do primeiro equilibrio

Ko Constante de associacao do segundo equilibrio

P2 Constante de associacao do processo contabilizando o primeiro e segundo equilibrio
logK. Logaritmo da constante de associagéo

logP  Logaritmo do coeficiente de parti¢do

Ad Variagdo no desvio quimico (32— 61)

mmol Milimole

mL Mililitro

M Molaridade

h Horas

ppm  Partes por milhdo

ECso  Concentracdo necessaria para se atingir 50 % do efeito maximo
(S)-  Configuragdo espacial (S)

(R)-  Configuracdo espacial (R)

J Constante de acoplamento

%Ju4  Constante de acoplamento protdo-protdo a 3 ligagcdes
3Jen Constante de acoplamento protdo-flior a 3 ligagGes
“Jen Constante de acoplamento protdo-flior a 4 ligacGes
2Jcr  Constante de acoplamento carbono-fldor a 2 ligagoes
3Jce  Constante de acoplamento carbono-fldor a 3 ligagoes

“Jcr  Constante de acoplamento carbono-fldor a 4 ligagoes



Abreviaturas

A
al. Atmosfera inerte
AcOEt Acetato de etilo

Acetona-de Acetona deuterada

AO Acido oleico

B

Br Anido brometo

Boc Oxicarbonilo de terc-butilo

(Boc)20 Dicarbonato de di-terc-butilo

C

3C NMR Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance

3C NMR APT Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance Attached Proton Test

Cosy Proton Proton Correlation Spectroscopy
Cr Anido cloreto

D

d Dupleto

dd Duplo dupleto

DMSO Dimetilsulfoxido

DMSO-ds Dimetilsulfoxido deuterado

DCM Diclorometano

DIPEA Diisopropiletilamina

DBU 1,8-Diazobiciclo[5.4.0]undec-7-ene
DMAP 4-Dimetilaminopiridina

DMF Dimetilformamida

DCM Diclorometano



E

€q
ESI-MS
EDC.HCI

FC
FTIR

FCT

Gra

'H NMR
HMBC
HSQC
HoPO4"
HSO,"
HCOs
HASO.*

|
-

ITC

ICso (48 h)

m/z

Equivalentes
Electrospray lonization — Mass Spectrometry

Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiamida

Fibrose Cistica
Fourier Transform Infrared Spectroscopy
Anido fluoreto

Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia

Gramicidina

Proton Nuclear Magnetic Resonance
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Single Quantum Correlation
Anido dihidrogenofosfato

Anido hidrogenossulfato

Anido hidrogenocarbonato

Anido hidrogenoarseniato

Anido iodeto
Calorimetria de titulacdo isotérmica

Concentragdo necessaria para matar metade da populacdo em 48 h

Razéo massa/carga

Vil



MeOH

NOs
Na*
NEY
NMR

=)
PO

PFs

Pd/C (etileno 10 %)

sl

SOs*
SCN’
SOs*

TCP
THF
ta.
TEA
TBAF

Multipleto

Metanol

Anido nitrato
Catido sodio
Anido azida

Nuclear Magnetic Resonance

Anido fosfato

Anido hexafluorofosfato

Quarteto

Singuleto
Singuleto alargado
Anido sulfato
Anio tiocianato

Anido Sulfato

Tripleto
1,1’-Tiocarbonildi-2,2"-piridona
Tetra-hidrofurano

Temperatura ambiente
Trietilamina

Fluoreto de tetrabutilaménio

Catalisador Paladio em carvédo ativado com 10 % etileno

viii



tren
TLC
TMS

uv
UV-Vis

tri(2-Aminoetil)amina
Cromatografia em camada fina (do inglés “Thin Layer Chromarography”)

Tetrametilsilano

Ultravioleta

Ultravioleta-Visivel
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1. Introducao



1.1. Interagdes hdspede-hospedeiro: a base da quimica supramolecular

Apesar da quimica supramolecular poder por vezes parecer conter um papel secundario, ou estar na
sombra de outras areas da ciéncia, na realidade, esta é indispensavel a uma variedade de dominios da
atualidade. Catalise, desenvolvimento de novos farmacos, biomedicina, sensores oOticos, extragdo de
catides metélicos de solucbes aquosas para posterior reducao e obtencdo de metais raros, sao algumas
das aplicaces, da quimica supramolecular, entre muitas outras.®! No entanto, para se compreender
como a quimica supramolecular se iniciou é necessario recuar até 1967 quando Charles Pedernsen 3!
pretendia efetuar a sintese de um ligando bi-dentado para a coordenagdo com vanadio, mas ao invés
obteve um produto secundario inesperado, o qual, veio mais tarde a confirmar-se ser o éter coroa 1
(Figura 1.1). C. Pedersen verificou que este composto 1 era capaz de aumentar a solubilidade de sais
de sddio e potassio em solucBes de solventes organicos e atribuiu tal propriedade a cavidade central
coordenar o catido metalico através de interagdes electroestaticas promovidas pelo momento dipolar dos
seis oxigénios colocados simetricamente em forma anelar.

Figura 1.1 Eter coroa 1 sintetizado acidentalmente por C. Pedersen em 1967, que viria a abrir portas ao desenvolvimento da
quimica supramolecular, !

Embora o recetor 1 tenha sido efetivamente o primeiro composto, capaz de interatuar com catiGes, a ser
reportado, varios outros trabalhos paralelos estavam em curso na década de 60. O estudo com recetores
capazes de efetuarem interacbes com ibes foi tdo importante que valeu mesmo um prémio nobel
conjunto a Charles Pedersen, Jean-Marie Lehn e Donald Cram pelos seus trabalhos com vérias
moléculas como os éteres coroa e criptanos.

Apesar da quimica supramolecular ter-se iniciado com o estudo de interacdes entre recetores e catides,
ndo passou muito tempo até que a comunidade cientifica virasse a sua atencdo para a interacdo com
anides e moléculas neutras.!® Também em 1967, Park e Simmons ") reportaram a existéncia de uma
interacdo entre o anido cloreto e os macrobiciclos 2 (Figura 1.2), dando assim inicio ao que viria a ser
conhecido como interacdo anionica.

NH

.
2an=0
2bn=1
2¢n=2

Figura 1.2 Macrobiciclos 2 sintetizados por Park e Simmons que viriam a dar inicio ao desenvolvimento de moléculas para
interacdo anidnica.l®!

Na realidade, a interacdo recetor-anides ainda hoje é de extrema relevancia uma vez que este tipo de
interacdo tem aplicacBes quer a nivel ambiental, sendo exemplo a remogdo de anides especificos de



matrizes aquosas, quer a nivel medicinal, como a mediag&o do transporte anidnico através de membranas
celulares.®®!

Para que a interacdo recetor-anido seja eficaz é necessario a formacao de um complexo supramolecular
que é mantido estavel através das mais variadas interagdes ndo covalentes, i.e., interacdes
electroestaticas, pontes de hidrogénio, interagdes m-w, m-anido, interacdes hidrofobicas, interagdes de
halogénio, entre outras.’! No entanto a interacdo anionica pode ser afetada pelos mais variados
parametros, alguns dos quais ainda ndo dominados. Entre os varios parametros que afetam esta interacao
estdo presentes as gamas especificas de pH a qual os anifes se encontram na forma anidnica,
especialmente relevantes para oxa-anides, a basicidade dos varios anides, a geometria que pode variar
desde esférica (F, ClI, Br, I), linear (SCN" e N3), planar trigonal (NOs), tetraédrica (SOs* e PO,™),
octaédrica (PF¢), entre outras geometrias mais complexas, assim como a estabilizacdo por
solvatacao.®®! Assim, para que a formagdo do complexo supramolecular, seja estavel, é necesséria a
existéncia de varias interagdes simultaneas (cooperatividade) que podem ser conseguidas recorrendo as
propriedades de grupos funcionais distintos, tais como, pirroles, guanidinas, imidazoles, amidas, centros
metélicos, (tio)ureias, entre outros.®*112

1.2. A versatilidade das (tio)ureias: desde unidades centrais até a insercdo em
macrociclos

1.2.1. (Tio)Ureias derivadas de tren e de &cido ciandrico

Entre os varios grupos funcionais existentes, capazes de estabelecerem interacGes para a formacao de
complexos supramoleculares, encontram-se as ureias e as tioureias (Figura 1.3) que se destacam na area
de interacdo anionica devido a sua elevada versatilidade assim como a facilidade de alterar a densidade
eletronica.'*? Isto é, a inserco de substituintes electroatratores, e.g. NO, CFs, nos grupos adjacentes
a ureia (R1 e Rz na Figura 1.3), provoca uma alteracdo de densidade eletrénica quer na ureia quer na
vizinhanga. Assim, em geral, é originado um défice de carga que leva a que os varios anides se
coordenem com intensidades diferentes.'***! Em suma, na teoria, quanto maior o défice de carga
provocado por estes substituintes electroatratores, maior sera também a forca com a qual a (tio)ureia ira
interatuar com os aniGes.
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Figura 1.3 llustracéo esquematica da interagdo de hidrogénio N—H da (tio)ureia com um anido esférico. X=0, S.['

Desde as primeiras di-arilureias 3a a 3c sintetizadas por Etter et al. *“ em 1990 (Figura 1.4), até & mais

ot A (0] >
T NJ\N N0
H H

3a orto
3b meta
3c para

Figura 1.4 Primeiras di-arilureias sintéticas para interagdo anionica, reportadas por Etter et al. em 1990.1*4]

intricada bi-ureia 4 apresentada por Wenzebertg et al.*® (Figura 1.5), que quando exposta a radiagio de
UV altera a conformacdo, vérios estudos sobre as interagBes de (tio)ureias com aniGes tém sido
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explorados por varios grupos de investigacéo, entre os quais Gale et al.'5*8], Fabbrizzi et al., ' Gosh
et al.,? Davis et al., 2% entre muitos outros.

(0] O
Ph Ph
oone O
N N H
N P
l 365 nm \
e A
NT< 77/N\
PH 5 4 Ph

Figura 1.5 Esquematizacdo da mudanca de conformacdo da bi-ureia 4 reportada por Wenzebertg et al., dependente do
comprimento de onda aplicado.™%]

No design de recetores contendo unidades (tio)ureias duas aproximacbes foram concebidas, uma
primeira em que se utiliza a propria (tio)ureia como unidade central (Figura 1.6a) ou uma segunda em
gue as (tio)ureias estdo conectadas a plataformas centrais que funcionam como um “esqueleto” de
suporte (Figura 1.6b).[2%

T e
J

N° °N
(6} O(\H H/\O O HN NH
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5

Figura 1.6 (a) Exemplo de recetor ou molécula pequena contendo a ureia como unidade central (b) Exemplo de recetor em que
a bi-ureia esta conectada a uma plataforma central de antraceno. 81

Assim, as (tio)ureias podem ser ligadas a plataformas baseadas em compostos naturais como o acido
colico 1, em estruturas rigidas simples como a o-fenilenodiamina !, antraceno '*°, naftaleno *®! ou
decalina "' ou mesmo em plataformas semi-flexiveis ou flexiveis como tri(1,3,5-metil-2,4,6-
etilbenzeno)amina 7 e tren [tri(2-aminoetil)amina] 8 *! (Figura 1.7), entre outras. Assim, devido &
grande variedade estrutural das plataformas utilizadas, uma forma de facilitar a distincdo entre estas é
pela divisdo ou agrupamento em classes segundo a semelhanca das suas propriedades, como por
exemplo rigidez.
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Figura 1.7 Estruturas gerais de tri-ureias derivadas de tri(1,3,5-metil-2,4,6-etilbenzeno)amina e tren, assim como as aminas de
partida 7 e 8, respetivamente. 2821

Uma destas classes de plataformas diz respeito aos tripodais, tal como o nome indica, sdo estruturas
tripé contendo trés unidades, capazes de serem derivatizadas em grupos (tio)ureia, com um eixo de
simetria Csy. Comparativamente a outras plataformas, os tripodais possuem uma variedade de vantagens,
tais como, o aumento do nimero de locais de interacdo com anides, a elevada flexibilidade que permite
uma complexacdo eficiente com vérios anides de distintas formas geométricas, ou mesmo uma
derivatizacdo em poucas etapas reacionais.?2°3! Entre esta classe de plataformas encontra-se o tren 8,
referido anteriormente, que além das vantagens anteriormente enumeradas, 0s seus derivados quando
interatuam com varias espécies anionicas, formando capsulas capazes de encapsular espécies como
sulfato, fosfato, carbonato, entre outras.

Inicialmente a comunidade cientifica comecou por derivatizar a plataforma tren com unidades amida,
sendo que este tipo de derivatizacdo remonta a 1992 por parte de Beer et al.®®! No entanto, somente em
1995 que Moran et al.* sintetizaram os primeiros derivados de tren funcionalizados com grupos tri-
(tio)ureia, apresentados na Figura 1.8.

9a X=0, R=H
9b X=S, R=H
9¢ X=0, R= COONa

Figura 1.8 Recetores tri-(tio)ureia 9a a 9¢ baseados em tren.[*4

A interacdo destes derivados com fosfato foi avaliada, através de titulagdes por *H NMR em DMSO-ds
a 298 K, constatando-se que os derivados 9a a 9c interagiam com este anido com valores de constante
de associacio (K,) de 11 000, 1 600 e 100 M, respetivamente. Assim, foi proposto que estes compostos

5



poderiam vir a ser utilizado com objetivo de preservacdo ambiental em aguas com excesso de fosfatos,
de modo a evitar a eutrofizagio.®

Desde entdo, na literatura, pode ser encontrada um vasto nimero de estudos com as mais variadas
aplicacBes, sendo uma das mais importantes o transporte aniénico através de membranas celulares.
Apesar dos avangos na medicina moderna existem ainda muitas doencgas que ndo possuem cura, estando
nestas incluida a Fibrose Cistica (FC). A FC é uma doenca genética, derivada de uma mutacéo que pode
ocorrer em varios genes diferentes, e provoca uma deficiéncia nos canais i6nicos presentes na membrana
celular, responsaveis pelo fluxo de cloreto. Esta deficiéncia provoca varios tipos de infe¢cGes sendo a
mais relevante as infeces pulmonares, que acabam por provocar a morte do paciente.® Assim, a
comunidade cientifica tem feito grandes esforcos na tentativa de sintetizar recetores sintéticos capazes
de efetuarem uma boa interagcdo com o anido cloreto e promover o seu transporte através da membrana.
Apesar destes compostos ndo repararem a mutacao genética, poderdo promover um mecanismo artificial
de passagem de cloreto pela membrana."!

Geralmente nos testes de transporte de cloreto sdo avaliados em vesiculas, e em condicdes
experimentais, que mimetizam a membrana celular, em que o recetor pode funcionar essencialmente
através de dois mecanismos diferenciados. Pode funcionar por symport, em que ha simultaneamente
transporte de cloreto e de uma espécie positiva (e.g. H") para o interior da vesicula ou por antiport, em
que recetor transporta o cloreto para o interior da vesicula, mas transporta também um anido para o
exterior da vesicula (e.g. NOg"). Geralmente, para se avaliar um recetor que funcione por antiport utiliza-
se 0 par CI/NOj3™ e quantifica-se, através de elétrodos seletivos, o fluxo de cloreto gerado pela “troca”
entre estes dois anides. Apesar de se poderem utilizar outros pares, como Cl/SO,* e CI/ HCOs, 0 par
envolvendo o nitrato tem sido o preferencial devido a sua elevada lipofilia, que faz aumentar o seu fluxo
para o exterior da vesicula. No entanto, recentemente concluiu-se que usar estes pares idnicos para a
guantificacdo do transporte antiport poderia ndo ser a metodologia mais adequada. Para que o transporte
ndo fosse estimado por défice, era necessario que o transporte de cloreto fosse o processo limitante, e
tal pode ndo corresponder a realidade. Assim, os estudos mais recentes baseiam-se em novas
metodologias como a inser¢do de proteinas naturais transportadoras de catides (tal como Valinomicina
ou Gramicina A), de modo a mimetizar melhor uma membrana celular real durante o estudo do fluxo
de cloreto, ou a inser¢do de acidos gordos livres, como o acido oleico, capazes de facilitarem a passagem
de H+.[38'39]

Em 2011 Gale et al.®® reportaram varias tri-ureias aromaticas derivadas de tren, 10a a 10e e as
correspondentes tri-tioureias 11a a 11e, em que nos anéis aromaticos foram introduzidos substituintes
electroatractores (Figura 1.9), com o intuito de avaliar o transporte de cloreto através da membrana
celular. Mais tarde em 2018, ®% vieram a revisitar estas moléculas aplicando novas metodologias de
quantificacdo de transporte de cloreto. A afinidade destes recetores para diferentes anies foi avaliada
através de titulages por *H NMR em DMSO-ds/ 0,5% H,0 a 298K. Os varios valores de constantes de
associagdo para os ides cloreto e sulfato, assim como os valores de transporte do ido cloreto obtidos
para 0s varios compostos encontram-se apresentados na Tabela 1.1.
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10d R= p-(CF;)C¢H,

11d R= p-(CF3)C¢H,

10e R= 3,5-(CF;),C4H; 11e R= 3,5-(CF3),C4H;(CF),

Figura 1.9 Tri-ureias 10a a 10e e tri-tioureias 11a a 11e derivadas de tren reportadas em 2011 e reavaliadas em 2018 para o
transporte transmembranar de cloreto. [3839]

Tabela 1.1 Valores de lipofilia (logP), constante de associagdo (Ka) para Cl- e SO4?" e transporte (ECso) de cloreto na presenga
do iénoforo natural gramicidina (Gra), por acdo de transporte do par CI/NOz"e na presenca de acido oleico (AQO) para os varios
derivados das tri-(tio)ureia 10 e 11.

Recetor (logP) E(,\jlcl:]la I%J?]f E&%ﬁagb&) ECS[% /([J%,']'P 1 E[%%(Q]?,)
10a 2,06 882 >10* 0,3 5,6 0,78
10b 2,53 575 >10* 0,097 0,43 0,058
10c 4,43 166 >10* 0,051 0,24 0,020
10d 4,82 405 >10* 0,063 0,052 0,0029
10e 7,59 517 >10* 0,0014 0,044 0,0031
1la 5,50 191 >10* 0,0021 0,31 0,0081
11b 5,97 179 >10* 0,0031 0,042 0,0070
11c 7,87 158 >10* 0,00046 0,032 0,00079
11d 8,26 156 - 0,0014 0,077 0,00056
11e 11,03 - - 0,0023 0,042 0,0049

3 Titulagdo de 'H NMR em DMSO-ds/0,5 H,0 a 298 K 2 ECs, quantidade de recetor necessaria para se conseguir transportar metade da
concentracéo de cloreto presente, expresso em unidade de racio transportador/fosfolipido (constituinte da vesicula).

Verificou-se que as tri-ureias 10 derivadas de tren possuem valores de constantes de associa¢do com
cloreto superiores as constantes de associacdo obtidas para as tri-tioureias 11 andlogas. Do conjunto de
dados recolhidos por estes autores, destacou-se que a tri-ureia 10c possui a constante de associacao mais
baixa, 0 que é contraintuitivo visto que a elevada fluoragdo deveria aumentar a constante de associagao.

Relativamente ao transporte, foi verificado que nos recetores tri-ureias 10 a lipofilia e o transporte
transmembranar do cloreto aumentavam com o aumento da fluoragdo, evidenciando assim uma relagéo
entre a lipofilia e o transporte.

Quanto aos recetores baseados em tri-tioureia 11, esta relacdo j& ndo é assim tao direta. Por exemplo, 0
recetor 11e possui uma lipofilia muito maior, mas, no entanto, possui um transporte semelhante ao
recetor 11b, e mesmo o recetor 11d possui um transporte menor que o transporte obtido para o recetor
11c, apesar da sua lipofilia ser maior. Tal facto, de ndo existir uma correlagdo quase direta, foi atribuida
aos valores de log P > 8. Quando o valor de log P é assim tdo elevado, os recetores tém grande afinidade
para a parte apolar (como o interior da bicamada fosfolipidica), mas um recetor para ser um bom
transportador tém de ter também uma boa difusdo na parte polar.



Estes autores pretenderam avaliar também a viabilidade destes recetores como anticancerigenos.
Atualmente, sabe-se que a toxicidade de certos recetores pode ser atribuida a perturbagdes dos gradientes
de pH intracelular, entre o citosol e os organelos, provocadas por mecanismos symport CI'/H* ou antiport
CI'/OH". Assim, o transporte de anides em células tem sido proposto como uma potencial estratégia para
o tratamento do cancro.[“*4¥ Como tal, verificaram que os recetores que possuiam melhor transporte,
nomeadamente, 10d, 10e, 10c, 11d e 11e, possuiam também atividade anticancerigena.

Mais recentemente, em 2019, Gale et al. ¥ sintetizaram uma série de tri-tioureias simétricas e nio
simétricas alquilicas derivadas de tren 12 e um macrociclo contendo bitioureias 13 (Figura 1.10). A
afinidade destes recetores com ides foi avaliada, e verificaram que o efeito do impedimento
estereoquimico dos substituintes e do macrociclo estavam relacionadas com as propriedades de
transporte. Os valores de K, para os iGes cloreto e hidrogenocarbonato e de transporte de cloreto na
presenca da proteina natural transportadora de protdes, gramicidina (Gra) e na presenca de acido oleico
(AO) livre, para as varias tri-tioureias derivadas de tren 12 e 13, encontram-se na Tabela 1.2.
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12¢ R = n-pentilo, R,=R3= /k/
12d Rlz Rzz R3 :L%J</

12e R= Ry= R3= terc-butilo
Figura 1.10 Tri-tioureias alifaticas 12a a 12e e macrociclo com bi-tioureias alifaticas 13, baseadas em tren.#?l

Tabela 1.2 Valores de constante de associacéo (Ka) para Cl- e HCOs e de transporte (ECso) de Cl na presenca do idnoforo
natural gramicidina (Gra) e na presenca de acido oleico (AO) para as Varias tri-tioureias derivadas de tren 12 e 13.

Recetor Ka Cl- [M1]2 KaHCO;3 [M1]2 ECso (Gra) [Yomol]® ECso (AO) [%6mol]®
12a 346 510 0,0113 0,0214
12b 770 5560 0,00748 0,0195
12¢ 1080 2460 0,00420 0,00834
12d 1530 1500 0,00223 0,00970
12e 1110 2670 0,00483 0,0121
13 2170 4930 0,0238 0,126

3 titulagdo de *H NMR em DMSO-dg/0,5% H,0 a 298 K ® ECs, quantidade de recetor necesséria para se conseguir transportar metade da
concentragéo de cloreto, expresso em unidade de racio transportador/lipido (constituinte da vesicula).

Neste contexto, verificaram que a interagcdo com cloreto aumenta, & medida que o impedimento
estereoguimico aumenta, sendo o valor mais elevado obtido para a tri-tioureia 13 contendo a unidade
macrociclica, devido & sua pré-organizagdo. Relativamente ao hidrogenocarbonato, uma vez que possui
um tamanho maior que o cloreto, contém uma tendéncia inversa. Ou seja, a medida que o impedimento
estereoquimico dos substituintes ligados a tioureia aumenta a constante de associagdo baixa.



Quanto ao transporte, comparando os valores obtidos para as varias metodologias, observaram que um
forte impedimento estereoquimico ou a inser¢do de uma unidade ciclica capaz de encapsular cloreto,
como caso do derivado 13, promove uma retencdo da seletividade do anido cloreto perante a
competitividade com o &cido oleico presente. Contrastante com este facto, foi verificado que o recetor
13 possuia o pior transporte de cloreto entre os exemplos apresentados, sendo tal fendmeno atribuido ao
facto da rigidez promovida pelo macrociclo dificultar a passagem do recetor pela membrana.

Além do transporte transmembranar, derivados de tren contendo unidades (tio)ureias sdao também
utilizados para as mais variedades aplicaces. Em 2013, Gosh et al.® sintetizaram a tri-ureia
pentafluorofenilo derivada de tren 14, Figura 1.11, capaz de remover por recristalizagdo residuos de
HAsO., os quais s&0 extremamente toxicos.[*]
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Figura 1.11 Recetor derivado de tren substituido com tri-ureia-pentafluorofenilo 14 capaz de encapsular HAsQ4?. 1!

Foi verificado, por estrutura de raio-X, que a tri-ureia pentaflorada 14, em DMSO/5% H-O,
recristalizava na presenca de HAsO., encapsulando este com uma estequiometria de 2:1 e promovendo
assim a sua remoc¢do da solucdo. Apesar do recetor 14 recristalizar numa estequiometria de 2:1, em
solucgdo a interagdo com outros anides ocorre com uma estequiometria de 1:1, obtendo-se, por titulaces
de 'H NMR a 298 K em DMSO-de/H,0 (1,1: 1), valores de K,, 26 303, 4 169, 3 020 e 479 M™ para o
hidrogenoarseniato, dihidrogenofosfato, sulfato e carbonato, respetivamente.

Uma outra aplicacdo dos derivados de tren relaciona-se com a remocéo de gases atmosféricos, tal como
0 COy, que para além de contribuir para o aquecimento global na superficie terrestre, promove também
uma acidez das aguas devido ao seu equilibrio com é&cido carbénico.® Hossain et al.l*®! verificaram que
a hexa-ureia derivada de tren 15 (Figura 1.12) ao recristalizar ao ar livre numa solu¢do contendo um
excesso de TBAF em DMSO, era capaz de encapsular CO; atmosférico, na forma de carbonato.
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Figura 1.12 Derivado de tren substituido com hexa-ureias 15 capaz de encapsular CO atmosférico.!!



De modo a confirmar se o carbonato encapsulado resultaria da desprotonacdo do hidrogenocarbonato
em solugéo ou por fixagdo do CO, atmosférico estes autores realizaram uma titulagdo ‘H NMR, em
DMSO-ds a 298 K, onde verificaram que o hidrogenocarbonato ndo desprotonava. Além disso, quando
realizada uma analise por *C NMR do contelido recristalizado observaram um desvio quimico diferente
do obtido pela complexagdo de 15 com hidrogenocarbonato, concluindo-se que o recetor 15 é capaz de
fixar CO, atmosférico. Foi avaliada também a capacidade deste recetor para reconhecer outros anides
através de titulagdo *H NMR, em DMSO-ds a 298 K, tendo-se obtido valores de K, de 2 250, 1 780, 256
e 200 M para o hidrogenossulfato, hidrogenocarbonato, cloreto e acetato, respetivamente.

Apesar de ser uma classe predominante, a sintese de tripodais nédo fica limitada ao tren 8, havendo outras
plataformas como a 1,3,5-triazina 16 (Figura 1.13) que pode também ser utilizada. Alias, esta Gltima
consegue efetuar interagdes com anides mesmo na auséncia de grupos funcionais,'” contudo derivados
de 1,3,5-triazina 16 tém sido pouco explorados. 2831

NN
U

N
16

Figura 1.13 Estrutura da 1,3,5-triazina. !

Atualmente existe um numero reduzido de trabalhos publicados com a plataforma 1,3,5-triazina 16
substituida com unidades (tio)ureia, sendo alguns derivados deste tipo (Figura 1.14) estudados como
antibacterianos (17 e 18), luminescéncia (19), organo-catéalise, entre outros,”®* mas ndo no
reconhecimento anionico.

0
HN_ )C\l IINJ\N
> 0O N?N oo
° LA QL
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17 18
0
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\_Q S S AN °
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Figura 1.14 Exemplos de compostos mono, di, e tri-ureias em que se faz uso da plataforma 1,3,5-triazina. 84954

Apesar da plataforma de 1,3,5-triazina 16 nédo ser utilizada para a sintese de moléculas funcionalizadas
com unidades (tio)ureias capazes de efetuar interacdo anidnica, o acido ciandrico 20, Figura 1.15, que
se pode entender como um analogo da 1,3,5-triazina 16, aparece em alguns estudos realizados nesta
vertente.
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Figura 1.15 Estrutura do &cido ciandrico 20.554

Ainda assim, o niumero de trabalhos publicados com o acido cianurico 20 como plataforma séo escassos.
Hoffmann et al.®® sintetizaram pela primeira vez derivados do cido ciandrico, contendo grupos ureia,
(Figura 1.16) com cadeias em C, substituidas por grupos metilos e avaliaram o efeito do impedimento
estereoquimico na constante de associagdo. Assim, por titulagdes *H NMR, em CDClz a 300 K,
obtiveram valores de K, de 7 400, 18 300 e 1 950, para os recetores 21a a 21c, respetivamente com 0
anido cloreto. Na interacdo com brometo a constante K, diminuiu, para valores de 1 990, 3 100 e 2 260
para 21a a 21c respetivamente, e por fim, relativamente a associagdo com nitrato obtiveram valores de
Kade 1 840, 1 150 e 800, para 21a a 21c, respetivamente.

H,C,
: “NH

0N

H
R,
H9C4\©\ R,
O, N O C,H
SN N o

1 1 2

R, R

21aR;=H, R,=Me
21bR;=Me,R)=H
21c¢ Rj=R,=Me

Figura 1.16 Tri-ureias 21 baseadas em écido ciandrico, contendo cadeias em Cs substituidas, com flexibilidade variavel 15!

Deste estudo concluiram que, a insercdo de grupos metilo na posicdo Ri, nos recetores 21b e 21c,
promovia uma conformacao mais restringida com as cadeias em C4 conformando-se perpendiculares a
plataforma central, promovendo assim aumento das constantes de associacdo comparativamente ao
recetor muito flexivel, 21a.

Gosh et al.’?! sintetizaram a tri-ureia pentafluorofenilo 22 (Figura 1.17) e estudaram a afinidade desta
com os anides sulfato, dihidrogenofosfato, acetato e cloreto, por titulagdes *H NMR, em DMSO-ds a
298 K, e obtiveram valores de K, de 549 541, 24 547, 2 570 e 2 399 M™, respetivamente. Mais
recentemente, os mesmos autores °“ reportaram também a correspondente tri-tioureia 23 (Figura 1.17),
no entanto, os estudos reproduzidos com esta tioureia, ndo se basearam na determinacdo da constante
de associagdo com varias espécies anionicas, mas sim na capacidade de remocédo de HAsO4* através de
cristalizacdo em solugdes semi-aquosas [CH3CN/HO (1: 5)] contendo varios interferentes, como sulfato
e fosfato. Foi verificado que este derivado 23 era capaz de promover a remogédo de fosfato da mistura,
mas a remogéo de HAsO.* foi minima.
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Figura 1.17 Tri(tio)ureias 22 e 23 baseadas em 4cido ciantrico, contendo unidades pentafluorofenilo. 5254
1.2.2. Nova classe de calixarenos funcionalizados com ureias

Os exemplos apresentados anteriormente de recetores que interatuam com anides podem-se inserir numa
classe denominada por “pequenas moléculas”, “moléculas nao ciclicas” ou mesmo “moléculas lineares”.
O design deste tipo de moléculas nos ultimos anos tem-se tornado um assunto preponderante devido a
varias razoes, entre as quais pode-se destacar a linearidade da sua sintese ou mesmo a simplicidade
estrutural que promove uma racionalizacdo simplificada da relacéo estrutura-atividade.®® Em contraste
com este grupo, surgem os macrociclos com arquiteturas Unicas e atrativas pelo fato de conter a
dualidade de promover uma conformacéo rigida e uma cavidade hidrofébica do tipo célix ou vaso onde
podem ser alojados ides de diferentes tamanhos.®® Alias, quando se trata de macrociclos a interacdo
destes com anides ndo é tdo linear como no caso das pequenas moléculas. A titulo de exemplo, pode
referenciar-se os trabalhos realizados por Raghavachari et al.®” onde é possivel verificar que, enquanto,
em pequenas moléculas a energia do sistema varia linearmente com a energia electroestatica tal néo
acontece nos macrociclos. Apesar dos calculos efetuados por estes autores serem tedricos, concluiram
gue enquanto em complexos originados por pequenas moléculas a energia electroestatica era a Gnica a
contribuir para a energia do complexo, nos macrociclos isto ndo se sucede. Os macrociclos conseguem
manter interacGes com anides a maiores distancias, e nestas, as interacGes de dispersdo e indugédo
ganham peso. Sendo que, assim a energia do complexo, nos macrociclos, ndo é devido apenas a
interacdes electroestaticas, mas a um conjunto destas com as de disperséo e inducao.

Além disso, estas unidades macrociclicas podem também ser utilizadas como plataformas para ligacdo
de moléculas pequenas, de modo a otimizar as interagdes com os anides, sendo um classico exemplo
desta sinergia os calix[n]arenos. Os calix[n]arenos sdo estruturas semirrigidas, que dependendo da
funcionalizagdo dada pela colocagdo dos mais variados grupos funcionais, quer no bordo superior quer
no inferior do célix, adotam uma conformacao definida onde surgem locais de interacdo que se ajustam
aos ides em causa (Figura 1.18).[585

Figura 1.18 Estrutura geral de um calix[4]areno em que os grupos R podem ser grupos alquilos ou arilos. €

Apo0s serem vastamente avaliados no reconhecimento cationico, a comunidade cientifica comegou a
desviar a sua atengdo para a utilizacao de calixarenos no reconhecimento anionico. Entre estes primeiros
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avancos constam os calixarenos carregados positivamente em que um centro metélico independente do
pH era alocado, através de grupos ligantes, aos calixarenos.® No entanto, néo passou muito tempo
desde a sintese de calixarenos carregados positivamente até a sintese de calixarenos contendo grupos
neutros, entre os quais figuram os grupos (tio)ureia.®>!

Entre os primeiros desenvolvimentos nesta tematica, pode-se citar os trabalhos de Reinhoudt et al. (5162,
gue, inseriram modificacGes tanto no bordo superior (24) como inferior (25) dos calixarenos (Figura
1.19).

| I
OPr OPr gpr PrO

24

25
Figura 1.19 Dois dos calixarenos reportados por Reinhdout et al. funcionalizados com unidades ureia quer no bordo superior
do calix 24 quer no bordo inferior 25.[6162]

Desde os primeiros desenvolvimentos efetuados por Reinhoudt et al. até a atualidade, é possivel
encontrar na literatura varios calixarenos modificados com unidades (tio)ureias quer no bordo superior
quer no bordo inferior.®®%°! No entanto, as modificagdes ndo ficam exclusivas ao bordo superior e
inferior, podendo também ocorrer nos grupos metilenos das pontes que ligam os anéis aromaticos.
Quando os grupos metileno sdo substituidos por heteroatomos surgem os heterocalixarenos, e
dependendo do heteroatomo em ponte (oxigénio, azoto, enxofre) propriedades como o tamanho da
cavidade, a conformacdo e as suas interacdes com os hospedes, mais especificamente os anides, sdo
alteradas.® Surpreendentemente, os primeiros azacalixarenos, contendo NH em ponte ou
oxacalixarenos, contendo oxigénio em ponte (Figura 1.20), remontam aos anos 60.14¢®! No entanto,
devido a varios fatores que afetavam a obtencdo destes compostos, sejam baixos rendimentos, altas
temperaturas reacionais, longos tempos reacionais, pouca diversidade de materiais de partida, baixa
solubilidade dos intermediarios e compostos obtidos, estes ndo receberam grande atencdo da
comunidade cientifica, nas ultimas trés décadas que se seguiram.[:7]
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Figura 1.20 Primeiros azacalixarenos (26) e oxacalixarenos (27) reportados nos anos 60.[5465]

Foi apenas a partir de 2004, que o desenvolvimento de oxacalixarenos e azacalixarenos voltou a
despertar interesse na comunidade cientifica, quando se descobriram novos materiais de partida e
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melhores condigdes reacionais que resultaram em purificagéo mais facilitadas. Associados a estes novos
materiais de partida, também os anéis centrais (arenos) podem ser alterados para outros anéis aromaticos
como 1,3,5-triazina 16 (Figura 1.21), pirimidinas, piridinas entre outros.**%% Este novo tipo de
calixarenos, que viria a receber o nome de heterocalixaromaticos, ao possuirem heterodtomos nos anéis,
em conjugacdo com os heteroatomos das pontes, geram diferentes densidades eletronicas, conformagdes
e cavidades, comparativamente aos seus parentes calixarenos.®*%! Wang et al. ") verificaram que este
novo tipo de calixarenos conseguia produzir interagdes com anides mesmo sem funcionalizagdes
adicionais, 0 que ndo acontecia nos calixarenos, em que era necessaria uma funcionalizagdo no bordo

superior ou inferior do calix.
O/O\O
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Figura 1.21 Heterocalixaromatico reportado por Wang et al., contendo duas unidades 1,3,5-triazina capazes de efetuarem
interagBes com anides mesmo na auséncia de derivatizagGes adicionais.[™!

Estes autores verificaram, por titulagdo UV-Vis em acetonitrilo, que o macrociclo 28 continha uma boa
afinidade para o anido fluoreto e cloreto com K, =4 036 e 4 246 M respetivamente. Esta boa afinidade
foi atribuida ao facto dos cloros retirarem densidade eletronica aos anéis de triazina, tornando-a
parcialmente positiva, reforcando assim as interacdes z-halogeneto.[”

Relativamente a conformacéo que estes novos tipos de heterocalixarenos podem adotar, foi verificado,
em estudos na fase sélida, que a conformacao 1,3-alternada é predominante (Figura 1.22). ©®®% Embora
gue, em solucdo, estes macrociclos, possam adotar uma conformacdo distinta ou mesmo uma mistura
de conformacdes, foi verificado, através de varios estudos em solucdo que a conformacéo 1,3-alternada
¢ a predominante. No entanto caso ndo exista grupos (e.g. cloro) a bloquear as inversdes
conformacionais estas ocorreram muito facil e rapidamente a temperatura ambiente.!™

o'N 0= =0, NS>0
Yy (r
N N N N
[ T
cl Cl
28

1,3-Alternado

Figura 1.22 Conformagao adquirida predominantemente pelos heterocalixaromaticos, exemplificado no macrociclo 28.17074

Apesar de ser desejavel funcionalizar estes heterocalixarenos e heterocalixaromaticos com apéndices
lineares, para uma melhor interacdo com os aniBes, apenas um numero reduzido deste novo tipo de
compostos (heterocalixarenos e heterocalixaromaticos) funcionalizados com grupos (tio)ureia estdo
reportados.

Em 2009, Parisi et al."? reportaram os recetores 29 e 30 (Figura 1.23), no entanto a sintese destes
compostos ndo foi efetuada para a avaliagdo da interacdo anidnica mas para avaliar as conformacdes
obtidas e comparar com célculos teoricos.
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Figura 1.23 Oxacalixarenos funcionalizados com unidades ureia reportados por Parisi et al.[’]

Em 2012 Dehaen et al.["® reportaram vérios recetores (Figura 1.24) baseados em oxacalixaromaticos
contendo unidades (tio)ureia.

31a R=0-CIC4Hs, X=8

31b R=C4Hs, X=0

31c R=C4Hy, X=S

31d R=p-NO,C¢Hs, X=0
31e R=p-NO,C¢Hs, X=S

31f R=3,5-(CF3),C¢H,, X=0

Figura 1.24 Heterocalixaromaticos 31a a 31f, funcionalizados com unidades (tio)ureia reportados por Dehaen et al..[”®]

A afinidade destes oxacalixarenos com anides foi avaliada, por titulagdo *H NMR em DMSO-ds/0,5 %
H.0 a 298 K, e verificaram gque nenhum dos recetores continha uma boa afinidade para o anido cloreto,
Ka < 10 M, exceto para o recetor 31d e 31e que possuem uma fraca afinidade com valores de K, de 19
e 17 M, respetivamente. Verificaram também que a afinidade aumenta para o acetato, com o recetor
31d e 31e com valores de K, = 362 e 534 M™, respetivamente, enquanto que os valores de K, dos
restantes recetores foram cerca de 100 M™. Estes autores verificaram também que nio havia interagio
destes recetores com nitrato, brometo ou hidrogenosulfato. Além disso os recetores, em que existe uma
conjugacdo de tioureias com grupos electroatractores, eram desprotonados quase sistematicamente. Foi
verificado também, que uma solugdo contendo o derivado 31e mudava de coloracdo de amarelo para
laranja na presenca de acetato e de dihidrogenosulfato, sendo tal fenémeno atribuido a desprotonacéao
do “NH” da tioureia ligado ao anel aromaético.

Em 2015, Félix et al.™ reportaram um recetor contendo unidades biureias quirais (Figura 1.25) e
avaliaram a sua afinidade para anides dicarboxilatos assim como a seletividade para anides quirais
(enantiémeros e isdmeros geométricos).
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Figura 1.25 Heterocalixaromético 32 contendo bi-ureias e centros quirais com o intuito de discriminagdo quiral.[’!

Foi verificado, por titulagdo *H NMR em CDCl; a 298 K, que a afinidade deste recetor com os anides
dicarboxilatos, aumentava a medida que estes aumentavam a cadeia carbonada, i.e. malonato < succinato
< glutamato (K, = 286, 983 e 2 858 M, respetivamente). Relativamente a seletividade para anides que
sejam isGmeros estes autores foram avaliar a interacdo deste recetor com os enantiomeros (R,R)tartarato
e (S,S)-tartarato, e com os isomeros geométricos fumarato e maleato. Verificaram que o recetor continha
uma boa afinidade para ambos os enantiémeros do anifo tartarato (Ka = 2 252 M para o isémero (S,S)
e Ka = 2 090 M™ para o isémero (R,R)), pelo que n&o seria Gtil na discriminacdo enantiomérica. No
entanto, o anido fumarato possuia uma afinidade cerca de dez vezes superiores (K, = 4 007 M) quando
comparado com o seu isémero maleato (K, = 481 M™Y).

1.3.Titulacdes *H NMR e a obtenc&o da constante de associag&o

Como ja evidenciado, a afinidade de um recetor com um determinado anido pode ser expressa
guantitativamente pela constante de associacdo (K.), sendo que esta esta relacionada com o equilibrio
presente na equacdo (1), onde (A") representa o anido, (R) o recetor e (RA") o complexo formado.7
- _ _ [RA]”

R+ A~ s [RA] K, (RI[A]- (1)
Este K, corresponde a constante de associacdo quando o complexo é formado por um recetor e um anido,
numa estequiometria (1:1) recetor:anido, mas caso a interacao se dé numa estequiometria de (1:2), (2:1),
ou qualguer outra, este parametro deixa de corresponder ao equilibro geral, mas sim aos equilibrios
individuais. Considerando-se por exemplo a estequiometria 1:2. O K, da primeira associacdo (K1) pode
ser dado pela equacdo (1) enquanto o K, da segunda associa¢do (Ki2) pode ser dado pela associacdo
equacdo (2).[5™

_ _ _ [RA]™
R+ A~ s [RA] Ky = TRITAT- (1)
_ - 2— _ [RAZ]Z—
[RA]- + A~ = [RA,] Ky, = TRAT-[A]" 2)

Nestes casos, a constante de associacdo do processo global é dada por S que pode ser obtida pela
equacio (3).[6™

S _[RA))
R~ 424~ 5 [RA,] P12 = o = KuKo (3)
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Entre as varias técnicas disponiveis para determinar estas constantes, tais como, UV-Vis, fluorescéncia,
potenciometria, calorimetria ™!, uma das mais utilizada é a de *"H NMR. Numa titulagio por *H NMR
duas informacgdes podem ser conseguidas. Uma qualitativa, sobre a localiza¢do da associagao, isto €, 0s
hidrogénios que sofrem maior desvios serdo os que tém o seu ambiente magnético mais influenciado
pela presenca do anido, e uma quantitativa, K, que resulta do ajuste dos pontos obtidos na titulagéo a
uma dada funcdo, A5 em funcdio da concentra¢io de substrato adicionado.™ Atualmente existem
programas avangados a partir dos quais se consegue obter valores de constantes de associagdo mais fiéis
a realidade do que ao usar-se métodos aproximados como regressdes lineares. Estes programas fazem
varias estimativas do valor de K, até que o valor estimado origine resultados tedricos concordantes com
0s parametros registados durante o curso da titulagio. As vantagens das titulagdes por *H NMR sdo
conseguir obter-se constantes de associagdo mesmo para concentracdes de recetor da ordem dos 10 M,
no entanto, para valores de K, > 10° Mesta metodologia n&o é aplicavel.l™

Ainda assim, é necessario compreender alguns aspetos que podem fazer variar 0 K.. Num cenério ideal,
um anido (A") iria interagir com o recetor (R) sem interferéncias externas (4), no entanto, na realidade
isto ndo acontece, havendo sempre interferéncia do contra ido (B*) e da solvatacéo (5), entre outras ndo
expectaveis. 7%

R+ A~ s [RA]- (4)

[R]solvatado + [B+A_ ]solvatado = {B+ [RA_ ]} solvatado (5)

Para comparar-se resultados e avaliar os efeitos das varias condic¢bes o ideal seria utilizar os mesmos
anides e recetores em condi¢des diferentes (i.e. diferentes sais, diferentes solventes, etc..). No entanto,
geralmente um recetor ap6s avaliacdo da sua interagdo com um dado anido, num dado meio, ndo existe
grande interesse cientifico em voltar a avaliar a interacdo mudando apenas 0 meio.

Assim, de modo a avaliar o impacto das condi¢BGes experimentais, num trabalho conjunto envolvendo
investigadores de varias universidades, [® nomeadamente Sessler et al., Schimdtchen et al. e Gale et al.
foi estudado a interferéncia das técnicas (ITC ou NMR), e o efeito que os contra-ides e solventes
poderiam ter na determinacdo das constantes de associa¢do ao utilizar-se o recetor 33 (Figura 1.26).

33

Figura 1.26 Recetor macrociclico derivado de pirrole 33, utilizado no trabalho conjunto de Sessler et al., Schimdtchen et al. e
Gale et al.[’8]

O primeiro ponto que estes autores verificaram era que existiam bons valores para a reprodutibilidade,
pelo gue ensaios em varios pontos do mundo, a inexistir erros sistematicos ou grosseiros, deveriam ser
concordantes, independentemente da técnica utilizada.

Estes autores verificaram também que em DSMO a formagao do complexo “recetor-anido” é altamente
promovida pela entropia enquanto que para outros solventes (e.g. DCM, 1,2-dicloroetano, acetonitrilo)
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a formac&o do complexo era promovida pela entalpia e ndo pela entropia. Isto pode ser explicado pelo
facto de quando se usa DMSO este ser um solvente competitivo, e como tal, o recetor ja se encontrar
previamente “semi-complexado” com moléculas do solvente. Assim quando ocorre a interagdo do
recetor com o anido existe a libertagdo destas moléculas altamente organizadas para o seio da solugao.
Foi também verificado que para o recetor 33, utilizar um sal de tetrabutilamonio e tetrametilamonio
provocava um aumento de K, na ordem dos 10 M. No entanto, isto apenas acontecia porque o cati&o
interferia com as “paredes” exteriores eletronicamente ricas do recetor 33 e em DCM, caso Se passasse
para solventes capazes de solvatar melhor o catido este problema seria praticamente ignoravel.

A influéncia das caracteristicas do solvente pode facilmente ser observada nos trabalhos de Hunter et
al. " em que foi proposto uma equacao (6) para 0 Ka, em que a, 8 correspondem & componente dadora
de ligacdes de hidrogénio e aceitadora de ligacfes de hidrogénio do soluto, respetivamente e a,, S5 as
componentes dadoras e aceitadoras do solvente, respetivamente.

—RT InK, = —(a — a5)(B — Bs) + 6 k] mol™! (6)

Assim, é tdo mais facil verificar que quanto mais os parametros do solvente se aproximarem de O maior
sera também o valor de K.

Idealmente, todos os estudos deveriam ser realizados no mesmo solvente, assim eliminaria a
problematica de haver solventes competitivos e ndao competitivos, mas na pratica, devido a
insolubilidades e as caracteristicas dos recetores sintetizados, isto ndo é viavel e como tal, uma variedade
de solvente diferentes é utilizada.

O trabalho experimental desenvolvido nesta tese inseriu-se num projeto FCT em curso que tem como
objetivo o desenvolvimento de uma biblioteca de recetores sintéticos para interacdo anionica. Neste
contexto, foram sintetizados derivados de tren com vérios isdmeros estruturais do benzo[b]tiofeno
ligados através de grupos ureia, tioureia e amida. Apesar dos derivados com funcdo amida ndo
pertencerem ao grupo das (tio)ureias, optou-se por sintetiza-las de modo a comparar a sua afinidade
anionica com os analogos ureia. Na literatura existem varios recetores de tren, derivatizados com
amidas, que apresentam boas afinidades anidnicas./®*% Contudo a derivatizacdo do tren com unidades
(tio)ureias para interacdo anionica so recentemente surgiram na literatura. 22*°34 Assim, neste trabalho
ird ser avaliado com qual destes grupos funcionais se obtém uma melhor interacdo anidnica com o anido
cloreto, entre outros.

Ap0s a obtencdo dos derivados de tren foi tentado o desenvolvimento de uma nova via sintética para a
sintese de ureias ligadas a plataforma 1,3,5-triazina 16 como unidade central, tendo-se utilizado o 2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina 34, e por fim investigou-se a sintese de tetraazacalix[2]arene[2]triazina
funcionalizados com funges ureia. Para além do aumento da biblioteca de recetores neutros, também
foi objetivo de estudo a comparagdo destes recetores tanto com a biblioteca previamente produzida pelo
grupo de investigacdo, no qual este trabalho esta inserido, quer com recetores previamente reportados
na literatura.
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2. Discussao e apresentacao de
resultados
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Tal como ja referido no Capitulo 1, o trabalho desenvolvido nesta tese teve como objetivo a sintese de
dois tipos de recetores derivados de tren 8 e de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 (Figura 2.1), com
diferentes flexibilidades.

cl
H,N N‘\ NH, NN
| ~
H,N Cl/kN cl
s 34

Figura 2.1 Estruturas das plataformas tren 8 e 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34, utilizados para sintetizar os varios recetores.

No primeiro tipo de recetores, os grupos amina do tren 8 foram funcionalizados com distintos isomeros
estruturais do benzo[b]tiofeno, ligados através de unidades ureia, tioureia e amidas, originando sete
novos recetores flexiveis. A sintese dos dois recetores baseados em tren contendo amidas teve como
finalidade o estudo comparativo da interacdo dos anides com diferentes grupos funcionais em recetores
estruturalmente semelhantes.

No segundo tipo de recetores, os &tomos de cloro da 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 foram substituidos
por um espacador amina (etilenodiamina), a qual foram ligadas unidades aromaticas com substituintes
eletroactratores, originando com sucesso 0s dois recetores semi-rigidos,contendo grupos ureia,
apresentados no ponto 2.2.

Além destas duas plataformas, foi também tentada a introducdo de unidades arométicas com
substituintes eletroactratores ligados na plataforma rigida do tetraazacalix[2]areno[2]triazina, através
de unidades ureia. Deste modo, deu-se continuidade a sintese deste tipo de recetores ja realizados no
grupo de investigacdo.[*7® As tentativas de sintese e alguns dos intermediarios encontram-se delineados
no ponto 2.3.

No decorrer da sintese, os recetores finais foram caracterizados pelas técnicas usuais de ESI-MS, NMR,
e FTIR enquanto que a confirmacdo dos intermediérios foi feita por NMR.

A afinidade dos recetores sintetizados com diferentes anides foi avaliada através das titulacbes por NMR
e sdo apresentadas no ponto 2.4. Neste ponto serdo apresentados os valores das constantes de associacdo,
logKa,, assim como uma anélise das forgas de interacdo entre recetor-anido, mais concretamente o anido
cloreto, entre outros. Por fim, no ponto 2.5 encontram-se os resultados dos ensaios de citotoxicidade de
alguns dos recetores obtidos.

2.1. Derivados de tren 8

Com o intuito de sintetizar as trés ureias, 35a, 35b e 35c, as duas tioureias, 36a e 36b, e as duas amidas,
37ae 37h, derivadas da plataforma tren 8 (Figura 2.2), fez-se reagir os grupos amina de 8 respetivamente
com isocianato, isotiocianato e cloretos de acido na posic¢ao 2°, 3* e 4’ do benzo[b]tiofeno.
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35a 35b 35¢
Tri-ureias
7 6 1
S 6' S /\
2 5
\ Py N
S AR, )
HN_ _NH H HN_ _S  HN_ _NH H H
i A b HN_O ¢\
S HN S HN S HN S
NH NH 7S
S N
\ S
s/
36a 36b 37a 37b
Tri-tioureias Tri-amidas

Figura 2.2 Recetores tri-ureia 35a a 35c, tri-tioureia 36a e 36b e tri-amida 37a e 37b derivados de tren sintetizados.
Sintese das tri-ureias 35a a 35¢

As tri-ureias 35a a 35¢ foram sintetizadas através de um processo envolvendo quatro passos reacionais
como apresentado na Figura 2.3. Nestas sinteses foi necessario a producdo dos isocianatos 41a a 41c,
visto ndo estarem disponiveis comercialmente. Inicialmente, comegou-se por utilizar os acidos,
benzo[b]tiofeno-4-carboxilico 38a e benzo[b]tiofeno-3-carboxilico 38b que foram convertidos nos seus
respetivos cloretos de acido 39a e 39b, com um rendimento quantitativo, os quais foram utilizados no
préximo passo reacional sem purificacBes adicionais. Para a sintese da tri-ureia 35c¢ partiu-se do cloreto
de &cido 39c disponivel comercialmente. Seguidamente, os cloretos de &cido 39a a 39c reagiram com
azida de sodio de modo a originar as respetivas azidas de acido 40a a 40c, as quais atraves de um
termorrearranjo de Curtius, foram convertidos nos respetivos isocianatos 41a a 41c, sendo este o passo
critico do processo sintético devido a instabilidade do isocianato formado. Assim, a reacéo é dada como
finalizada quando por TLC se verifica o inicio do aparecimento de produtos de degradagdo. A solucéo
de isocianato em tolueno foi adicionada diretamente ao tren 8 em THF de modo a originar as tri-ureias
35a a 35c.
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*Recetor obtido de forma impura

Figura 2.3 Esquema de sintese das tri-ureias 35a a 35c.

Através da caracterizacdo por NMR das tri-ureias 35a a 35¢ é possivel averiguar o efeito produzido nos
desvios quimicos pela derivatizagdo em diferentes posicdes do benzo[b]tiofeno. Assim, é importante
observar como se comportam os protdes aromaticos que se encontram compreendidos entre 6 7,20 e
8,00 ppm para todos os recetores 35a a 35¢. Relativamente aos protdes do anel de tiofeno, na tri-ureia
35a, H-3" encontra-se como um multipleto a 6 7,51-7,55 ppm, enquanto que, na tri-ureia 35c ao se
encontrar no carbono adjacente a derivatizagdo em C-2’ desloca-se para campo mais alto, a & 6,65 ppm,
0 que revela um efeito, ndo expectavel, de blindagem por parte da ureia. Curiosamente, nos H-2* de 35a
e 35b, em circunstancias semelhantes, visto a derivatizagcdo em 35b acontecer no carbono adjacente C-
3, este fator ndo se observa, existindo uma diferenca de & 0,01 ppm. Quanto aos protdes do anel
benzénico, verifica-se que o protdo H-4" da tri-ureia 35b, encontra-se a campos mais baixo (3 7,85 ppm)
do que o seu andlogo em 35c¢ (6 7,51 ppm), 0 que pode indicar que a ureia ao estar conectada em C-3’
podera desblindar este protdo. Quanto aos protdes H-5°, H-6’ e H-7’ ndo ¢ possivel fazer nenhuma
conclus&o visto 0 comportamento destes ndo seguir uma relagdo entre o desvio quimico e a posi¢éo da
derivatizagdo. Quanto as ureias (NH-2 e NH-3) verifica-se que o NH-2 ligado & parte alifatica, na tri-
ureia 35a encontra-se a campo mais baixo (6 6,61 ppm) que nas tri-ureias 35b e 35c¢ (6 6,44 e 6,43 ppm,
respetivamente). Por sua vez, o NH-3, correspondente a parte aromatica, na tri-ureia 35c encontra-se a
campo mais baixo (5 9,85 ppm) do que o NH-3 das tri-ureias 35a e 35b (6 8,64 ppm e & 8,88 ppm,
respetivamente), sendo tal deslocamento promovido pelo efeito electroatractor do &tomo de enxofre.

Relativamente aos carbonos, entre os varios recetores 35a a 35c, verifica-se que, o carbono onde ha
maiores alteracbes de desvio quimico € no carbono onde estd presente a derivatizacdo, mais
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concretamente, C-4’ em 35a, C-3’ em 35b e C-2° em 35c. Para além desta alteragdo, sdo também
detetadas algumas alteracfes nos desvios quimicos do anel de tiofeno. Contrariamente ao que seria de
esperar, observa-se que a presenca do grupo ureia ligado ao heterociclo tiofeno, 35b e 35c, provoca um
efeito de blindagem nos carbonos C-2° e C-3’, encontrando-se a & 105,7 ppm e & 102,2 ppm,
respetivamente. E de salientar que, na ureia 35a, onde a substitui¢do ocorre em C-4’, este efeito ndo se
observa (com C-2* a & 125,5 ppm e C-3” a 6 120,3 ppm). Relativamente aos carbonos C-3a’ e C-7a’
verifica-se que a variagdo dos desvios quimicos ndo se correlaciona com a posicao da derivatizacdo, nao
se podendo assim concluir sobre o efeito da posicdo da derivatizacdo neste Cg. Por ultimo, verifica-se
gue os carbonos C-5" e C-7’ em 35a encontram-se a campos mais altos que 0s mesmos carbonos na tri-
ureia 35b e 35c, 0 que pode revelar a existéncia de um efeito de blindagem nestes carbonos aromaticos
guando a ureia se encontra conectada na posicdo C-4’. Toda esta informacdo pode ser encontrada de
forma detalhada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Caracterizacdo por 'H NMR e 3C APT NMR dos recetores 35a a 35¢, em DMSO-ds.

35a 35b 35¢
Atribuicdo H - H “C 1H 1C APT
¢ APT APT
. 3,32-3,28 3,31 3,25
1 (m, 6H) 315 (4. un=54Hz,6H) °'° (q,%uu=51Hz6H) '
. 2,69 2,70 2,59-2.72
2 t39mn=61Hz6H) >0 ¢ 30.u=54Hz6H) 0 (m, 6H) 538
: 7,62 7,61
c2 A a3 1255 @3 105,7 - 1424
) 7,56-7,53 2 ) 6,65
C-3 o 120,3 130,9 o3t 102,2
C-3a’ h 130,0 : 1326 - 1339
s 7,85 7,51
C-4 - 1349 @ un=74Hz,3H) 198 (@ 3uu=78Hz3H) 1208
: 793 722 )
-5 (d, 3Jnn = 7,9Hz, 3H) 1133 7,38-7,36 1236  (t, *Jnn =74 Hz, 3H) 1214
- 7.21 (m, 6H) 1245 7,10
C-6 (t 3 =7.9Hz, 3H) 1248 (t Jun=74Hz, 3H) 240
i 7,56-7,53 2 7,92 7,71 .
C-7 (m, 6H) H56  (430un=80Hz3H) 2%° (0 %u=78Hz3H) 121*
C-7a’ ) 139,7 - 137,0 - 137,7
NH.2 6,61 ] 6,44 ) 6,43 )
(t, 3Jnn = 4,6 Hz, 3H) (t, 3Jnn = 5,4 Hz, 3H) (t, 3Jnn = 4,8 Hz, 3H)
NH-3 8,64 ] 8,88 ) 9,85 )
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
c1 - 1553 - 155,3 - 154,

3 Picos sobrepostos

No espectro de FTIR das tri-ureias 35a observam-se as bandas a 3292, 1633 e 752 cm™ caracteristicas
das ligacoes N-H (ureia), C=0 (ureia) e C-S (anel tiofeno) respetivamente, enquanto que o recetor 35b
possui bandas a © 3338, 1638 e 774 cm™ correspondentes as mesmas ligagdes. No espectro de ESI-MS,
em modo positivo, ambas as tri-ureias 35a e 35b, revelam a existéncia do pico a m/z 672 correspondente
ao pico do ido molecular [M+H]*, com intensidades de 100 %.

Embora as tri-ureias 35a e 35b tenham sido sintetizadas e isoladas com sucesso, 0 mesmo nao pode ser
afirmado para a tri-ureia 35¢ que néo foi obtida de forma pura. Por *"H NMR e *C APT NMR (Consultar
Anexo A.17 a A.21) verificou-se a presenca de uma impureza desconhecida que mesmo ap0s varias
tentativas de purificagdo por precipitagdo, lavagens com solventes de diferente polaridade e mesmo
purificagdo em coluna cromatogréfica (eluentes: DCM/MeOH, variando a percentagem de MeOH), ndo
foi removida.
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Sintese das tri-tioureias 36a e 36b

Ap0s obtencéo das tri-ureias 35a e 35b, procedeu-se a sintese das tri-tioureias andlogas, 36a e 36b, em
dois passos reacionais, tal como apresentado na Figura 2.4. Num primeiro passo, a benzo[b]tiofenil-4-
amina 42a e a benzo[b]tiofenil-3-amina 42c, produzida in-situ a partir do cloridrato 42b, foram
convertidas nos isotiocianatos respetivos 43a e 43b, com recurso ao reagente TCP, com um rendimento
quantitativo. Ap6s obtencdo dos isotiocianatos, 43a e 43b, estes reagiram com o tren 8 originando as
tri-tioureias 36a e 36b, com bons rendimentos.

NH,
R R PR A
1 R2 1 R2 ~No~ " 2
TCP/DCM TN ME s 2NH NAHNC_S
\ . \ 1 1" Y
S 60 min S THF 3 NH HN2 HN3
0°C - ta. R; P R,
22h S JNH
42aR; =NH, R=H 43aR, =NCS,R,=H Ry
42b R = H, R,= NH,CI 43b R,= H, R,= NCS
DIPEA 7
42¢ R;=H, R)=NH, 6 S
36a R;= 22 (88%)
5
4] 32" 3

' 7 7a' S
36bRy= 6 H2 o (90%)
5' P 3a' \ 3'

Ap0s caracterizacdo NMR das tri-tioureias 36a e 36b é possivel verificar algumas diferencas entre estes
dois recetores, no que diz respeito a desvios quimicos. Entrando em consideracdo com o0s protbes
aromaticos dos dois compostos observa-se que o protdo H-2’ na tioureia 36a surge a campo mais alto
(6 7,72 ppm) que o protdo H-2’ da tri-tioureia 36b (6 7,96-7,93 ppm), revelando assim um efeito de
desblindagem por parte da tioureia em 36b. Respetivamente aos NHs do grupo tioureia (NH-2 e NH-3)
é possivel concluir que o NH-2 da tri-tioureia 36a aparece a campo mais alto (8 7,56 ppm) que o
correspondente protdo da tri-tioureia 36b (3 7,66-7,79 ppm). No que diz respeito ao NH-3 do mesmo
grupo, este apresenta 0 comportamento inverso surgindo a campo mais baixo na tri-tioureia 36a (6 9,76
ppm) em relacdo a tri-tioureia 36b (3 9,36 ppm). Nao entrando em consideragdo com os carbonos C-3’
e C-4’, onde se ddo as derivatizagdes, é possivel notar que os carbonos C-1 (C=S), C-5’ e C-6’ da tri-
tioureia 36a encontram-se a campo mais alto, do que os respetivos carbonos da tri-tioureia 36b, enquanto
0s restantes apresentam o efeito contrario. As atribuicdes dos protbes e carbonos encontram-se
apresentadas de forma detalhada na Tabela 2.2.

Figura 2.4 Esquema de sintese das tri-tioureias 36a e 36b.

Tri-tioureias vs tri-ureias

A excecdo dos sinais dos protdes NH-2 e NH-3 das tri-tioureias que, tal como espectado, sofrem um
desvio para campo mais baixo em ca. de & 1 ppm, devido a maior acidez do grupo tioureia face ao grupo
ureia, todos os outros protdes sofrem uma deslocagdo igual ou inferior 8 0,5 ppm. Quanto aos picos de
carbono observam-se mais alteragdes. Além dos picos dos carbonos C-1 de 36a e 36b a 6 180,2 e 180,9
ppm, respetivamente, observa-se que, em ambas as tri-tioureias, os carbonos C-1"’, C2°, C-3’, C-5’, C-
6’ e C-7a’ deslocam-se para campo mais baixos, em relacéo as tri-ureias correspondentes. No caso dos
carbonos C-3a’, C-4’ e C-7’ ndo foi possivel estabelecer uma tendéncia entre as duas tri-tioureias e as
duas tri-ureias visto o comportamento destes carbonos ser distinto nos dois pares de compostos.
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Tabela 2.2 Caracterizagdo por *H NMR e 3C APT NMR dos recetores 36a e 36b, em DMSO-d.

36a 36b
Atribuicdo H 13C APT 'H BC APT

c1” 3,50 (s, 6H) 42,1 3,55 (s, 6H) 42,0
C-2» 2,65 (sl, 6H) 52,2 2,69 (sl, 6H) 52,1
c2 7,72 (d, *Jnn = 5,3 Hz, 3H) 1272 7,96-7,93 (m, 6H) * 123,2
C-3 7,32 (d, *Ju-n = 5,7 Hz, 3H) 1215 - 134,6
C-3a’ - 135,6 - 130,7
c-4 - 133,3 7,78- 7,70 (m, 6H) 121,0
C-5 7,41 (d, *Jn-n = 7,5 Hz, 3H) 1215 7,40- 7,38 124,1
C-¢’ 7,35 (d, *Jn-n = 7,8 Hz, 3H) 124,6 (m, 6H) @ 1249
c-7 7,85 (d, 3Jnt = 7,5 Hz, 3H) 120,2 7,96-7,93 (M, 6H) @ 117,6
C-7a’ - 140,2 - 1375
NH-2 7,56 (sl, 3H) - 7,78 7,70¢ (m, 6H) -
NH-3 9,76 (s, 3H) - 9,63 (s, 3H) -
C-1 - 180,2 - 180,9

3 Picos sobrepostos

Através da andlise dos espectros de ESI-MS das tri-tioureias 36a e 36b, em modo positivo, detetaram-
se 0s picos a m/z de 720 correspondente aos ides moleculares [M+H]*, com uma intensidade de 59 e 58
%, respetivamente. Além do pico do ido molecular, na tri-tioureia 43b é também possivel observar o
pico do ido molecular com aducto de potassio a m/z de 759 com intensidade de 100%.

Através da analise espetroscépica de FTIR, observa-se que o recetor 36a possui bandas a v 3223, 1537
e 745 cm™ referentes as ligagdes N-H (tioureia), C=S (tioureia) e C-S (anel de tiofeno), respetivamente,
enquanto que o recetor 36b possui bandas a © 3229, 1530 e 756 cm™ correspondentes as mesmas
ligacGes. Comparando os espetros de FTIR das tri-tioureias com as respetivas tri-ureias a maior alteracéo
esta relacionada com o tiocarbonilo onde nas tri-tioureias surge em torno de ® 1500 cm™ e para as tri-
ureias o carbonilo surge em torno de® 1600 cm™,

Sintese das amidas 37a e 37b

Ap0s a sintese das tri-ureia 35a a 35¢, procedeu-se a sintese das tri-amidas analogas de modo a compara-
las com as respetivas tri-ureias no que diz respeito as propriedades de reconhecimento aniénico. Assim,
comegou-se por sintetizar a tri-amida 37a que foi conseguida apds transformacdo do é&cido
benzo[b]tiofeno-3-carboxilico 38b no correspondente cloreto de acido 39b e posterior reacdo deste com
tren 8 na presenca de TEA, como descrito na Figura 2.5.

Embora néo tenha sido possivel avaliar a capacidade de interacdo da tri-ureia 35¢ (com 0s grupos ureia
em posicdo C-2’) com os anides pelo facto de ter sido obtida na forma de mistura, decidiu-se proceder
a sintese da tri-amida 37b (substituida em C-2’) partindo do cloreto de 2-benzo[b]tiofenilo 39c,
disponivel comercialmente, por reacdo com o tren 8.
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Figura 2.5 Esquema da via sintética utilizada para a sintese das tri-amidas 37a e 37b.

Devido a fraca interagdo dos recetores amida para o anido cloreto (consultar ponto 2.4) ndo se
sintetizou a tri-amida derivada na posicao 4 do benzo[b]tiofeno, analoga a 35a.

A caracterizagdo das tri-amidas 37a e 37b por NMR revela que, em geral os protdes ndo sofrem
variagdes de desvio quimico significativas promovidas pela posicéo da derivatizacdo. No entanto, como
excecdo pode observar-se que o protdo H-4’ de 37a desloca-se para campos mais baixos (6 8,48-8,32
ppm) face ao mesmo protdo em 37b (6 7,81 ppm). O protdo NH-1 sofre uma variacdo inversa, estando
a campo mais alto em 37a (6 8,48-8,32 ppm) face ao mesmo protdo de 37b (6 8,67 ppm), devido
provavelmente a aproximacdo do atomo de enxofre em 37b. Com excec¢do dos carbonos onde se da a
derivatizacdo, nomeadamente C-3’ para 37a e C-2’ para 37b, observa-se uma tendéncia dos carbonos
no recetor 37b aparecerem a campo mais baixos do que na tri-amida 37a. Contrariamente, o carbono C-
2 de 37b encontra-se a campos mais altos (6 161,7 ppm) comparativamente ao mesmo carbono de 37a
(5 163,2 ppm). Toda a atribuicio detalhada de *H NMR e *C APT das amidas encontra-se na Tabela
2.3.

Tabela 2.3 Caracterizacdo por *H NMR e 3C APT NMR dos recetores 37a e 37b, em DMSO-d.

37a 37b
Atribuicéo 1H 13C APT 1H 13C APT

c-1” 3,45 (q, *Jn-H = 5,6 Hz, 6H) 37,2 3,392 37,8
Cc-2” 2,80 (t, *Ju-n = 5,6 Hz, 6H) 53,3 2,78 (t, *Ju-n = 6,1 Hz, 6H) 53,5
Cc-2’ 8,24 (s, 3H) 130,1 - 139,9
C-3 - 139,3 8,04 (sl, 3H) 124,6
C-3a’ - 130,9 - 140,1
C-4’ 8,48- 8,32" (m, 6H) 1243 7,81 (d, 3Jnn = 7,2 Hz, 3H) 125,1
c-5 124,6 7,37 (t, *Jn-n = 7,2 Hz, 3H) 1248
C-6’ 7,41-7,33 (m, 6 H) 124,7 7,42 (t, ®Jnn = 7,2 Hz, 3H) 126,1
C-7 8,04-7,95 (m, 3H) 122,6 7,93 (d, 3Jnn = 7,2 Hz, 3H) 122,7
C-7a’ - 137,0 - 139,2
NH-1 8,48-8,32 (m, 6H) - 8,67 (t, *Jn+n = 4,9 Hz, 3H) -
C-2 - 163,2 - 161,7

4 Coalesce com o pico de H,O presente no DMSO-ds ) Picos coalescentes

No espetro de ESI-MS, de ambas as tri-amidas 37a e 37b, observa-se o pico referente ao ido molecular
a m/z 627 [M+H"] com intensidade de 100 %. No espectro de FTIR do recetor 37a surgem as bandas
© 3282, 1624 e 766 cm™ referentes as ligagdes N-H (ureia), C=0O (ureia) e C-S (anel tiofeno),
respetivamente, enquanto que o recetor 37b possui bandas a ® 3284, 1644 e 766 cm™, correspondentes
as mesmas ligacoes.
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2.2. Derivados de triazina

Apos ter sido utilizado o tren 8 para sintetizar os varios derivados de tren apresentados em 2.1, mudou-
se 0 material de partida para 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 (cloreto ciandrico) de modo a obter-se 0s
recetores baseados em triazina 44a e 44b (Figura 2.6). Esta plataforma aromatica, contrariamente ao
tren, é semi-rigida, pelo que se podera conformar de forma distinta na presenga dos anides.

F\Q\NE\NH F3C\©\NELNH
Y X

H

O 8 i 15 «:xm“*I g LI

N
NH HN_/"N H

CF,

44a 44b

Figura 2.6 Recetores sintetizados baseados em 1,3,5-triazina.

A sintese dos recetores baseados em triazina pode ser efetuada seguindo duas vias sintéticas distintas,
nomeadamente a via sintética A e via sintética B. Na via sintética A (Ponto 2.2.1) primeiramente efetua-
se a trisubstiuicdo dos atomos de cloro do 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 pela adi¢do do espagador,
etilenodiamina, com posterior formacdo das ureias enquanto que na via sintética B (Ponto 2.2.2)
primeiro forma-se a ureia para posterior conexdo desta a plataforma de triazina. Além dos recetores 44a
e 44b, foi tentada também a sintese dos recetores 44c e 44b (Figura 2.7), embora, ndo se tenha
conseguido a obtencdo destes.

F;C O,N
o) (0]
Q\ N PN NH /©\ N A NH
F;C H O,N H \\\
O,N
F;C NH
HN
ﬁ 0 5
NH »\N NO,
)\NH HN\/\N H NH HN\/\N H
44c 44d

Figura 2.7 Recetores baseados em 1,3,5-triazina que tiveram a sua sintese tentada mas sem sucesso.

2.2.1.Via Sintética A

Na via de sintese A, num primeiro passo, apos um estudo das condig¢fes reacionais para obtencéo do
composto 46 (Consultar ponto experimental 4.4.1), concluiu-se que a metodologia ideal seria a adigdo
de um excesso do espacador N-Boc-etilenodiamina 45 e de DIPEA (em porg¢des iguais ao longo do
tempo, consultar 4.4.1) ao 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 e manter a reacdo a refluxo por 96 h. Deste
modo, obteve-se o intermediario 46 com um rendimento de 46 %. Uma vez obtido o composto 46,
procedeu-se a desprote¢do dos grupos aminas, utilizando uma solugéo de acido cloridrico em metanol,
onde se obteve o cloridrato da amina 47 com um rendimento quantitativo (Figura 2.8). Este cloridrato
reagiu, na presenca de DIPEA, com isocianatos arométicos contendo grupos electroatractores como, 4-
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fluorofenilo, 3,5-trifluorometilo e 3,5-dinitro, no intuito de obter-se as tri-ureias 48a, 48c e 48d
derivadas da plataforma 1,3,5-triazina, como verificado na Figura 2.8.

Cl_N__Cl
YOS
N\fN BocHN
Cl ~"NH
H N/\/NHBoc 34 N *N NHBoc
2 4
DIPEA/ THF HN/LNAN///
Refluxo H
45 96 h
BoclIN 46 (46 %)
MeOH: HCI (1,25 M)
0°C - ta.
R 20h
R'ﬂ o) NCO 46 %
NJ\NH /@
R 50a R=H, R'=F _,
R N_ _NH R' 50b R=CF;,R'=H CIH;N A~
, PNAH Y & 50c R=NO,, R=H jiH )
R NH NN Q. TR N-N NH,Cl
N, 1o )&\N T DIPEA P ///
R NH gN__ /N1 g THF HNONT N
O o 0°C -t.a. H
72h

44aR=H,R=F (23 %)
44c¢ R=CF;,R'=H (Reacdo Sem Sucesso)
44d R=NO,, R'=H (Reacao Sem Sucesso)

Figura 2.8 Esquema reacional para a sintese do derivado de triazina 44a e tentativa de obtencdo dos derivados 44c e 44d.

Analises ESI-MS foram esséncias para a confirmacdo da sintese do composto 46. No espectro de ESI-
MS é possivel verificar a existéncia de um pico a m/z 556 (100 %) correspondente ao composto 46 tri-
substituido. Além disso, verifica-se a auséncia de picos correspondes as mono e di substituicGes,
concluindo-se assim que o composto se encontra puro. Apesar das analises de RMN serem recorrentes,
neste caso especifico devido a simetria de 46, este tipo de analise ndo da informacédo sobre a 0 himero
de substituicdes conseguidas, ou mesmo, se existe uma mistura de varios compostos com varios graus
de substituicao.

Quanto as tri-ureias 44a, 44c e 44d, baseadas em triazina, somente o derivado 44a foi obtido com
sucesso. Relativamente aos recetores tri-ureia com os substituintes 3,5-trifluorometilo 44c e 3,5-dinitro
44d os espectros de NMR (Anexos A.67 a A.72), mostraram que 0s compostos nao foram obtidos.

A formagdo da tri-ureia 44a foi confirmada em *H NMR pelo aparecimento de picos correspondentes
aos atomos que promovem a ligacdo entre as varias unidades. Isto é, foi possivel verificar no espectro
de 'H NRM o singuleto largo a & 6,29 ppm e o multipleto & 8,59-8,71 ppm correspondentes aos protdes
NH-2 e NH-3 da ureia e o multipleto a 6 6,40-6,86 ppm que corresponde ao protdo da amina em NH-
3”’, que efetua a ligagdo da cadeia de alifatica do espacador a plataforma triazina. A existéncia dos
picos correspondentes aos protdes alifaticos nas posi¢des C-1" e C-2” (6 3,36 ppm) e protdes
aromaticos C-2’ e C-3’ (6 7,36-7,41 e 7,03 ppm), mostram que todas as unidades da plataforma,
espacador e anel aromatico substituido, encontram-se presentes. No espectro de **C APT detetou-se, um
carbono a & 165,6 ppm correspondente ao carbono quaternério da triazina em C-4°, os dupletos devido
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aos acoplamentos nos C-1", C-2°, C-3’¢ C-4" com o atomo de flGor e o carbonilo da ureiaem C-1a é
155,3 ppm, como se pode verificar na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Caracterizagdo por *H NMR e 3C APT NMR do recetor tri-ureia 44a, em DMSO-d.

44a
Atribuicdo 'H BC APT
C_l” b
3,362 39,4

Cc-2”» 40,0
NH-3” 6,40-6,86 (m, 3H) -

C-4» - 165,6

C-1 - 136,8 (d, J=2,0 H2)
c-2 7,36-7,41 (m, 6H) 119,0 (d, J= 7,1 Hz)
C-3 7,03 (t, J=8,1 Hz, 6H) 114,9 (d, J=22,0 H2)
c-4 - 156,7 (d, J=237,0 Hz)
NH-2 6,29 (sl, 3H) -

NH-3 8,59-8,71 (m, 3H) -

C-1 - 155,3

3 Pico coalescente com o pico de H,O presente no DMSO-ds ®) Pico coalescente com pico residual de DMSO-ds

No espectro de FTIR observam-se as bandas a © 3311 e 1638 cm™ correspondente ao NH da ureia e do
carbonilo, respetivamente. No espectro de ESI-MS a existéncia do pico a m/z de 667 (M+H", 100 %)
referente ao ido molecular, revela a tri-substituicdo no cloridrato da amina 47 derivado da 1,3,5-triazina.

2.2.2.Via Sintética B

A via sintética B iniciou-se com a formacdo da ureia 48a e 48b (Figura 2.9) através da reacdo dos
isocianato 4-(trifluorometilo)fenilo 50b e 3,5-bi(trifluorometilo)fenilo 50d com o espacador N-Boc-
etilenodiamina 45, seguindo-se com a desprote¢do dos grupos amina, utilizando uma solugéo de &cido
cloridrico em metanol. Os cloridratos 49a e 49b, obtidos com um rendimento quantitativo, reagiram
com 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34, na presenca de DIPEA, resultando a tri-ureia 44b, enquanto a tri-
ureia 44c ndo se formou (Consultar Anexo A.92 e A.93).

NCoO

R R 0
50bR—CFRR'—H j\ PPN N N R
(0] = 3,7 = 08077 N/\4/ 5 \ﬂ/ 5 1
I NH 50d R=H, R'= CF, H
N2 o 2
07 "N R
H THF 3
45 oc !
Lh 48aR=H,R'=CF; (94 %)
R 48b R=CF3, R=H (79 %)
R ﬁ EL MeOH: HCI (1,25 M)
R N NH Cl 0°C - t.a.
H ELE 20h
R
-+
. N~ Y o v M Gui~ \
NH g NN 3 R DIPEA/THF o
\<5" L2 2 )}\N 1" Refluxo R’
R O)/\NH HNE N H 24h R

49a R=H, R'=CF; (quantit.)

44b R=H, R'=CF; (23 %) 49b R=CF;,R'=H (quantit.)

44c R=CF;, R'=H (Reacdo sem Sucesso)

Figura 2.9 Esquema reacional para a obtengdo do composto 44b.

29



Os intermediarios 48a e 48b foram isolados e por RMN é possivel verificar que estas foram sintetizadas
com sucesso. Assim, em ambas as ureias por analise dos espectros de *H NMR é possivel verificar a
existéncia dos picos dos protbes do grupo N-Boc a & 6,88 ppm, dos CH dos anéis aromaticos entre &
7,44 e 8,05 ppm, e dos NH das ureias, NH-3 a 3 6,34 e 6,56 ppm e NH-2 a 6 9,02 e 9,41 ppm para 48a
e 48b, respetivamente. Podendo toda esta informacéo ser encontrada na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 Caracterizacdo por 'H NMR e 3C APT NMR dos intermediarios 48a e 48b, em DMSO-ds.

48a 48b
Atribuicéo 'H 13C 'H 18C
cr - 144,9 - 142,7
3 —
c-2’ 7.59(d, sz;_ 88Hz, 117,2 8,08 (s, 2H) 117,2
. 7,55 (d, 3Jn-n= 8,8 Hz, 126,0 (d, 3JcF = ] 130,6 (g, 2JcF=32,5
2H) 3,8 Hz) Hz)
2 —
c-4 - 120'391$3'HJZ§'F - 7,54 s, 1H) 1135
CE, ] 122,0 (d, Ycr= i 1234 (d, Yk =
270,4 Hz) 272,7 Hz)
c-1 - 155,0 - 155,8
NH-2 9,02 (s, 1H) - 9,41 (s, 1H) -
NH-3 6,34 (t, 3Ju-n= 15,7 Hz, ] 6,56 (t, 2Jn-1=5,9 Hz, ]
1H) 1H)
cd 3,13 (q, *Jn-H=5,7 Hz, 39,59 3,14 (g, 3Jn-H=5,9 Hz,
2H) 2H) 3959
C5 3,01 (q, 3Jn-n= 5,7 Hz, 403 3,02 (g, 3Jn-H=5,9 Hz, :
2H) ' 2H)
NH-6 6,88 (t, 3J-n= 15,7 Hz, ] 6,88 (t, 2Ju-n= 5,9 Hz, ]
1H) 1H)
c-7 - 155,8 - 154,9
c-8 - 77,7 - 77,7
c-9 1,37 (s, 9H) 28,2 1,36 (s, 9H) 28,2

3 Coalesce com o pico residual de DMSO-ds.

Quanto ao produto final 44b, no espectro de *H NRM, observa-se a existéncia de multipletos a & 6,34-
6,42 ppm e & 8,93-9,08 ppm dos protdes da ureia e a 4 7,76-7,89 ppm o pico correspondente a NH-4".
A presenca do pico a & 166,0 ppm referente ao C-4", no espectro de **C APT NMR ¢ indicativo de que
ocorreu a substituicdo, podendo toda esta informacdo presente na Tabela 2.6. No entanto, devido a
simetria da molécula, a real tri-substituicdo foi confirmada através do espectro de ESI-MS onde se
verifica a existéncia do pico a m/z 817 (M+H", 100%) correspondente ao ido molecular, assim como a
inexisténcia de picos relativos a mono ou di substituicdo. No espectro de FTIR observam-se as bandas
a 3268 e 1645 cm™ correspondente ao NH da ureia e do carbonilo, respetivamente, assim como as
bandas a © 1110 e 880 cm™ correspondentes a ligacdo C-F e ao grupo CFs.
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Tabela 2.6 Caracterizagdo por *H NMR e 3C APT NMR do recetor 44b, em DMSO-ds

Atribuicdo H BC APT
C-1» 3,21 (t, J=5,2 Hz, 6H) 41,0
Cc-2» 3,25 (t, J= 5,2 Hz, 6H) 38,8
NH-3” [7,76-7,89] (M, 6H) -
C-4» - 166,0
C-1 - 1446
c2 [7,49-7,61] (m, 12H) 1176
126,4
C-3
c-4 - 121,4 (d, J=7,1 Hz)
NH-2 [6,34-6,42] (m, 3H) -
NH-3 [8,93-9,08] (m, 3H) -
C-1 - 155,3
CFs - 1251 (d, J= 267,6 Hz)

2.3. Derivados de tetraazacalix[2]areno[2]triazina

Procedeu-se a tentativa de sintese de derivados de tetraazacalix[2]areno[2]triazina funcionalizados com
unidades contendo grupos ureia nos anéis de benzeno ou nos anéis de triazina Figura 2.10).

cl R
J\N NJ\N
)\
NYN N\KN
cl R

Figura 2.10 Estruturas gerais de tetraazacalix[2]areno[2]triazina com substituintes nos anéis benzénicos (esquerda) e nos anéis
de triazina (direita), onde R corresponde a unidades contendo unidades ureia.

A via sintética para a obtencdo de cada um dos macrociclos é muito diferente, dependendo se a
introducdo dos substituintes ureia ocorrem no anel de triazina ou no anel de benzeno. Assim, tentou-se
a funcionalizacdo nos anéis benzénicos (ponto 2.3.1), e a funcionalizacdo do anel de triazina (ponto
2.3.2) contudo n&o foi conseguido a obtencéo dos macrociclos finais. No decorrer das vias sintéticas
exploradas foram preparados alguns intermediarios, monémeros e trimeros, constituintes destes
macrociclos.

2.3.1 Funcionalizagéo nos anéis benzénicos

A funcionalizacdo nos anéis benzénicos pode ser conseguida seguindo o esquema geral apresentado na
Figura 2.11. Assim, seguiu-se o procedimento ja desenvolvido para a introducéo de unidades aromaticos
contendo grupos electroactratores através de grupos ureia nos anéis aromaticos de azacalixarenos.!’*78!
Inicialmente, 0os mondmeros, com grupos ureias, 53a a 53c construtores dos macrociclos, foram
conseguidos pela reacdo de isocianatos (contendo substituintes eletroatratores) com o espagador
etanolamina 51 e posterior esterificacdo do grupo hidroxilo com cloreto 3,5-dinitrobenzoilo 58 (via
sintética A). No entanto, os mondémeros 53a a 53¢ ndo foram obtidos com os rendimentos desejados.
Em alternativa, partindo do cloreto de 3,5-dinitrobenzoilo 58 e da N-(Boc)etanolamina 54 origina-se 0
derivado 55 que apés desprotecdo, da amina, reage com o0s isocianatos desejados de modo a originar as
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respetivas ureias 53a a 53¢ (via sintética B). Segue-se entdo a reducdo dos grupos nitro, a aminas para
posterior reacdo destas com 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 de modo a formar os trimeros 57a a 57c.
Infelizmente, a rapida degradacéo das m-diamininas obtidas impossibilitou a obtenc&o dos compostos
57b e 57c em condicOes necessérias para a continuagdo do processo sintético (composto 57b néo foi
obtido enquanto 57¢ foi obtido apenas com rendimento de 14 %).
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(Boc),0 No2 N_5 O "
AN, ——— o 2 )J\ k s j<
HO \/\ I}
THF THF
) 51 DIPEA DIPEA
t.a. 54 (85%) 0°C 2 55 (81 %)
3h 3k
i) MeOH/ HCI (1,25 M)
NG 0°C - ta.
Q a.i.
R 1§ R THF 20 h
. 0°C
S0aR=H,R=F Ih ii) 50a, 50b ou 50d
50d R=F, R™= CF; DIPEA/THF
50b R=CF;, R'=H o 00 C
OZNQ)(CI
R NO,
R >
2' o) 58
— 4 J\ 4 _
2 13 OH
R N E/\S/ THF
K,CO;,
. . Refluxo
PRI AN 330h  s3aR=H,R'=F  (ViaA:53%;; Via B: 77 %)
53¢ R;cﬁ Rf - }f (gé %) 0 53bR=H,R'=CF; (Via A: 26 %; Via B: 83 %)
3 o 53¢ R=CF;,R'=H (Via A: 9 %; Via B: 78 %)
H, (50 psi) Alternativamente:
Pd/C (etileno) 10 % Zn/NH,CI
EtOH 1,4-Dioxano/ H,0 (4:1)
ta./1h 0°C/1h
Cl\ﬁN\YCl
NYN R
Cl R
"
34 o
2 3 A o
THF/ DIPEA RGAIONT N/\/
2h 2 H H 5
0°C

57b R=H, R'=CF; (Néo Obtido)

57¢ R=CFy, R'=H (14%) 56aR=H,R'=F

56b R=H, R' = CF,
56c R=CF4, R'=H

Figura 2.11 Esquematizacéo das vias usadas na funcionalizacdo dos anéis benzénicos com unidades ureia.

A tentativa de derivatizagdo dos anéis benzénicos iniciou-se com a sintese A, onde primeiramente se
efetuou a sintese das ureias 52a a 52c. A obtencio destas ureias foi confirmada por *H NMR onde ¢
possivel verificar a existéncia de singuletos alargados correspondentes ao OH entre 6 3,99 e 4,79 ppm,
quartetos e tripletos dos grupos metileno C-4 e C-5, respetivamente, presentes no espacador etanolamina
entre 6 3,14 e 3,63 ppm, os dupletos e singuletos correspondentes aos anéis aromaticos, entre & 7,04 e
8,05 ppm, e por fim, NH-3 que esta ligado a parte alifatica, surge como tripleto para 52a e 52¢c e um
singuleto alargado para 52b, entre 5 6,07 e 6,51 ppm enguanto o singuleto referente ao NH-2 aromatico
aparece entre & 8,45 e 9,06 ppm. No espetro de **C APT NMR é possivel verificar que os carbonos dos
anéis aromaticos contendo flUor, acoplam com este e aparecem na forma de dupleto, em que a constante
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de acoplamento esté relacionada com a proximidade do carbono ao(s) &tomo(s) de flior. Na Tabela 2.7
encontra-se a caracterizagdo detalhada destes derivados ureias.

Tabela 2.7 Caracterizacdo por 'H NMR e 1*3C APT NMR das ureias 52a e 52¢, em DMSO-ds, e da ureia 52b em Acetona-ds.

52a 52b 52¢
Atribuicio 1H 13C APT 1H 13C APT 1H 13C APT
137,0(d,
C-r - 4Jer=2,2 - 145,3 - 142,6
Hz)
7,37 (dd, ®Jnn= 3 3 _ 126,7 (q, 117,1 (d,
T 1191(d, e 7,56 (d, SJhn= Pre a
c-2 8,597HHZ,Z JZ.LF)_ =75 Hy) 8.6 Hz, 2H) Jc;;)S,S 8,05 (s, 2H) Jc.;2—)3,5
, 704(t e L2207 69(d s B2 1307 1@
C-3 JcFr= 22,0 JcF=8,6 - Jcr= 32,5
8,9 Hz, 2H) H2) : Hz, 2H) H2) : H2) :
156,8 (d, 2
" I 123,1 (*Jcr 1135 (%,
c-4 ) JC':ZZ)37’° - =222H) YOI g g5y
125,7 (d, 1234 (d,
CF3 - YJcr=270,1 - er=272,7
Hz) Hz)
c-1 - 1554 - 156,03 - 154, 9
NH-2 8,58 (s, 1H) - 8,45 (s, 1H) - 9,36 (s, 1H) -
3 — 3 —
A 1 T e R 11 W
3,43 (q, *Jn-v= 3,33(q, 3Jn-H= 3,17 (q, *dn-n=
C-4 5,7 Hz; 2H 418 5,5 Hz, 2H) 43,2 5,6 Hz, 2H) 41,9
3,14 (t, *Jnn= 3,63 (t, 3Jun= 3,34 (t, 3Jun=
C-5 5,7Hz, 2 H 60.4 5,5 Hz, 2H) 62.2 5,6 Hz, 2H) 60.1
4,76 (t,
OH 3Jn-+=5,7 Hz, - 3,99 (sl, 1H) - 4,79 (s, 1H) -
1H)

Ap0s obtencdo das ureias 52a a 52¢ procedeu-se a sintese dos mondémeros 53a a 53c, por reacao destas
com cloreto de benzoilo 58, tal com descrito na Figura 2.13, tendo a sua obten¢do sido confirmada por
'H NMR. A analise do monémero 53a foi efetuada em acetona-ds e como tal néo foi possivel comparar
com os respetivos mondmeros 53b e 53c. No espectro de *H NMR, de 53a, verifica-se a presenca de
dois conjuntos de protbes aromaticos, nomeadamente um duplo dupleto a & 7,45 ppm e um tripleto a &
6,95 ppm dos protBes H-2’ e H-3’ respetivamente, devido ao acoplamento com o atomo de fluor, assim
como um dupleto e um tripletoa 69,10 ¢ 9,14 ppm correspondentes aos H-2"" e H-4’, respetivamente.
Além disso verifica-se a presenca dos NH da ureia a 6 6,21 e 8,07 ppm para NH-3 e NH-2,
respetivamente. Quanto ao espectro de carbono verifica-se que o carbono C-4’ ligado ao atomo de fltor
acopla com este com J= 236,5 Hz, o carbono C-3’ orto com J= 22,3 Hz, o carbono C-2’ meta com J=
10,9 Hz e por fim o carbono C-1’ para com J= 6,1 Hz. Tal como aconteceu com o monémero 53a, a
analise de 53b e 55c por 'H NRM mostra a presenca de dois conjuntos de protdes aromaticos,
nomeadamente dois dupletos a & 7,51 € 7,56 ppm, correspondentes a H-2’ e H-3’ do mondmeros 53b
e dois singuletos a8 7,55 e 8,05 ppm correspondentes a H-2’ e H-4” de 53c, respetivamente. No espetro
de 53b verifica-se um tripleto ¢ um dupleto a & 8,95 e 9,02 ppm, correspondentes aos H-2"" ¢ H-4"’
respetivamente, com J = 2,1 Hz, correspondente a uma interagéo entre 0 H-2"" ¢ H-4"" a 4 liga¢des. No
entanto, esta Ultima correlagdo ndo se verifica no mondmero 53c onde estes protfes encontram-se na
forma de dois singuletos a 4 8,95 e 9,02 ppm, respetivamente. O sinal dos NH das ureias encontram-se
ad 6,63 ¢ 9,09 ppm para o NH-3 e NH-2, respetivamente, para 0 monémero 53b enquanto 0 monémero
53c possui valores de 6 6,83 e 9,45 ppm. A variagdo de desvio quimico para campos mais baixos da
ureia 53c est4 de acordo com o espetado visto a presenca dos dois grupos CFs em posi¢do meta
promoverem uma acidez maior da ureia em relacdo ao CFz; em posicdo para. Quanto ao espectro de
carbono verifica-se que o carbono no grupo CFs acopla com os atomos de flior com J = 271,0 Hz para
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53b e 272,7 Hz para 53c , enquanto que o(s) carbono(s) adjacente(s), C-4’ para 53b e C-3’ para 53c,
tém J = 31,9 e 32,3 Hz. Por sua vez o(s) carbono(s) orto ao grupo CFs, C-3’ para 53b e C-2’ ¢ C-4’ para
53c apresentam valores de J = 3,8 e 4,6 Hz, respetivamente. Na Tabela 2.8 apresenta-se a caracterizacao
de NMR detalhada para os compostos 53a a 53 c.

Tabela 2.8 Caracterizagdo por *H NMR e 3C APT NMR dos monomeros 53a e 53¢, em DMSO-ds, e do monémero 53b em
Acetona-ds.

53a 53b 53¢
Atribuigéo 1H 13C 1H 13C APT 1H 13C APT
., ] 137,7 (d, ) ]
c1 Jore 6.1 Hi) 144,1 142,5
7,45 (dd; 3Jn- 120,6 (d, a1 sy
Cr w8 Uk Uerml09  Tgoll T 17,3 BOS(s2H) TR e
F= 7,5 Hz, 2H) Hz) 2 T2y '
s 115,8 (d, 3 s )
c3 695(t nn= 2y T THL(A dww= 1259(d o ) 130,56 (d, 2Jc-
8,9 Hz, 2H) Ho) 8,9 Hz, 2H) F=3,8Hz) =323 Hz)
158,7 (d, 37. —
I ] it ) 121,1 (g, 113,6 (d, 3Jc.r=
C-4 JC':ZZ)SG’S 2er=310Hy) 908 2H) 4,6 Hz)
CF i 124,7 (d, YJce= i 123,4 (d, YJce=
3 271,0 Hz) 272,7 Hz)
c1 - 156,4 - 155,2 - 155,1
NH-2 8,07 (s, 1H) - 9,09 (s, 1H) - 9,45 (s, 1H) -
6,63 (t, 3Jn-n= 6,83 (t, 3Jn-n=
NH-3 6,21 (s, 1H) ) 5,4 Hz, 1H) i 5,2 Hz, 1H) i
] 3,69 (q, *JrH= 3,56 (0,%Jn- 3,57 (q, *Jn+=
C-4 5,3 Hz, 2H) 395 +=5,4 Hz, 2H) 38,1 5,2 Hz, 2H) 41,9
_ 4,55 (t, *Jn-n= 4,45 (t, *Jnn= 4,47 (t, *Jnn=
€5 5,3 Hz, 2H) 67.2 5,4 Hz, 2H) 66,1 5,2 Hz, 2H) 659
C-6 - 1637 - 162,7 - 162,7
c-1” - 134,7 - 1328 - 1483
’ 9,10 (d, 3Jnn= 8,95 (d, *Inn=
C2 2.1 Hy, 2H) 130,0 2.1 Hy, 2H) 122,6 8,95 (s, 2H) 128,9
c-3” - 1498 - 1484 - 132,9
e 9,14 (t, *Jn-v= 9,02 (t, *Jnn=
C-4 5.4 Hz, 1H) 1233 5.1 Hz, 1H) 129,0 9,02 (s, 2H) 1225

Apesar das melhores condigBes reacionais, que geraram 0s mondmeros 53a a 53c, encontrarem-se
apresentadas na Figura 2.13, outras condi¢des foram testadas, podendo ser encontradas na Parte
Experimental em 4.5.2. De um modo resumido, através dos resultados obtidos das condi¢tes exploradas
foi possivel retirar algumas conclusdes que ajudaram a perceber estas vias sintéticas. Na sintese de 53a
a partir de 52a, ao usar DBU verificou-se uma elevada degradacdo dos reagentes de partida, pelo que
esta base é incompativel com substratos ureias, pois estas sofrem degradacéo. Por outro lado, a sintese
de 53b, a partir de 52b, na presenca de K.CO3z num solvente mais polar (acetona/H.O (140:3)) gera
resultados semelhantes. Pelo que se conclui que uma base forte muito disponivel promove a degradacéo
dos materiais de partida. Por outro lado, caso se utilize uma base fraca em condicfes reacionais mais
extremas (piridina/THF (2:1); 22 h de refluxo) consegue-se obter o carbamato 59 inesperado (Figura
2.12, rendimento de 9 %), proveniente, provavelmente, da quebra da ureia em isocianato com a respetiva
reagdo com o alcool.
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Figura 2.12 a) Estrutura do carbamato 59 b) Ampliagdo da zona aromética observada no espectro de *H NMR, em DMSO-ds,
onde se verifica a existéncia de 2 conjuntos de protdes aromaticos distintos correspondentes aos dois anéis aromaticos de 59.

Estes resultados explicam a reducdo do rendimento observado, pela via A, devido provavelmente ao
aumento da acidez das ureias (Figura 2.11). Ou seja, quanto mais acidico se torna 0 NH da ureia
aromatica, devido ao substituinte do anel (F, CFs, (CFs).), maior facilidade ha das ureias se quebrarem
nesta posi¢do. De modo a evitar este efeito, alterou-se o cloreto de acido 58 para o respetivo acido
carboxilico e tentou-se sintetizar o composto 53b em meio acido (HCI, pH =2) mas sem sucesso. Por
outro lado, recorrendo ao agente acoplador EDC.HCI resultou o composto 53b com um rendimento de
22 %.

Derivado a esta problematica (quebra da ureia), alterou-se a metodologia reacional para a Via B
apresentada na Figura 2.13, em que primeiro se esterificava e so depois se procedia a formacao da ureia.
Assim, foi necessario primeiramente proteger a amina da etanolamina 51 formando a N-Boc-
etanolamina 54 de modo a evitar a formacdo da amida. A protecao eficiente desta amina foi confirmada
por *H NMR pois detetaram-se os singuletos respetivamente a, & 1,36 ppm, com uma integracio para 9
protdes correspondente ao terc-butilo do grupo protetor, um singuleto a 6 6,65 ppm correspondente a
um NH em substituicdo de NH e um singuleto a 6 3,81 ppm do grupo hidroxilo. A caracterizacao por
NMR de 54 encontra-se na Tabela 2.9.

Tabela 2.9 Caracterizacdo por *H NMR e 3C APT NMR do composto 54, em DMSO-ds.

Atribuicéo 'H BC APT
C-1” 3,35 (t, *Ju-H= 6,3 Hz, 2 H) 60,1
Cc-2” 2,97 (9, *Jr-+= 5,4 Hz, 2H) 42,7
NH-2 6,65 (s, 1H) -

C-1 - 155,6
C-3 - 77,5
C-4 1,36 (s, 9H) 28,3
OH 3,81 (s, 1H) -

Apos obtida a N-Boc-etanolamina 54, procedeu-se a esterificacdo desta com cloreto de benzoilo 58 de
modo a originar o éster 55. No entanto, neste processo constatou-se que bases derivadas de carbonato
(K2CO3 e Cs,C03) provocaram a hidrélise do cloreto de acido 58 ao seu respetivo acido carboxilico.
Assim, ap6s alteracio da base para DIPEA e nas condigdes reacionais!™ apresentadas na Figura 2.11,
obteve-se um sélido que por *H NMR mostra a presenca do grupo terc-butilo a & 1,35 ppm assim como
a presenca dos dois protdes aroméaticos H-2" e H-4” a 6 8,96 ¢ 9,05 ppm, respetivamente. Além disso,
uma vez que o pico correspondente ao hidroxilo despareceu conclui-se que a esterificagdo ocorreu como
pretendido. Podendo toda esta informagao ser encontrada na Tabela 2.10.
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Tabela 2.10 Caracterizagdo por 'H NMR e 13C APT NMR do composto 55, em DMSO-de.

Atribuicdo H BC APT
C-r - 132,8
c-2 8,96 (d, *Jr-+= 2,1 Hz, 2H) 129,0
C-¥ - 148,4
C-4 9,05 (t, 3Jn-n= 2,1 Hz, 1H) 122,7
c-1 - 162,7
C-2 4,36 (t, *JnH=5,0 Hz, 2H) 66,0
C-3 3,368 38,8
NH-4 7,22 (t, *Jun=5,8 Hz, 1H) -
C-5 - 155,8
C-6 - 78,0
c-7 1,35 (s, 9H) 28,2

4 Coalescente com o pico residual de H,O presente no DMSO-ds.

Uma vez isolado éster 55, o grupo amina foi desprotegido com uma solugéo de HCI (1,25 M) em MeOH,
onde se obteve o cloridrato 55a correspondente com um rendimento quantitativo. Este cloridrato reagiu,
na presenca de DIPEA, com os isocianatos 50a, 50d e 50c de modo a originar 0s monémeros contendo
grupos ureia 53a, 53b e 53c, com melhores rendimentos (77, 83 e 88 %, respetivamente) do que 0s
obtido pela via A. A caracterizacdo destes derivados foi comparada com os dados ja obtidos pela via A.

Apos a obtencdo de maiores quantidades dos produtos 53a a 53c, através desta via sintética B, efetuou-
se a reducdo dos grupos nitro para posterior reacdo com 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34. Inicialmente
procedeu-se a reducdo dos grupos nitro por hidrogenacao catalitica, mas apenas se reduziu 0 composto
53c por dificuldade de utilizacdo do equipamento e tempo disponivel. No entanto, ao prosseguir para o
passo seguinte, a formacao do trimero 57¢ foi conseguida apenas com o rendimento de 14 % devido,
provavelmente a rapida degradacdo da meta-di-amina 56¢. Alternativamente, a obtencao desta di-amina,
foi tentada recorrendo a reducfo com pé de zinco e cloreto de amonio. Destaca-se o fato, de em *H
NMR, observar-se que o multipleto a 6 8,38 — 8,34 ppm, corresponde tanto aos dois grupos NH, como
a ureia alifatica em NH-3 (Consultar espetro de COSY no Anexo A.130). Uma vez que ambos 0s NH-
3 e NH-2 das ureia se encontram a desivos gquimicos mais altos (& 8,38 — 8,34 e 10,24 ppm,
respetivamente), que os mesmos protdes em 53c (8 6,83 e 9,45 ppm, respetivamente) poderia ser
indicativo de que o grupo ureia estaria a interatuar com algum ido residual originado no processo de
reducdo. No entanto, a semelhanca de desvios quimicos do grupo ureia nos espetros da m-di-amida 56¢
obtida por hidrogenacdo catalitica e por reducdo com p6 de zinco refuta esta ideia. Apesar disso, quando
se utilizou esta di-amina 56c, obtida por reducdo com p6 de zinco, para a sintese de 57c¢ este nunca foi
obtido com sucesso. Adicionalmente efetuou-se a reducéo por p6 de zinco das di-aminas 56a e 56b.
Enquanto a di-amina 56a n&o foi conseguida (Consultar Anexo A.126), o espetro de *H NMR da di-
amina 56b revela um multipleto a 6 8,41 — 8,33 ppm correspondente aos dois grupos amina reduzidos.
Verifica-se também um deslocamento dos protdes H-2’’ e H-4" de 6 8,96 ¢ 9,05 ppm para 4 6,90 ¢ 6,64
ppm, respetivamente, o que indica que o ambiente eletrénico mudou drasticamente, indicando assim que
0s grupos NO; foram reduzidos com sucesso aos NH,. Porém, quando se utilizou esta di-amina 56b na
sintese do respetivo trimero 57b, este ndo foi conseguido com sucesso. Podendo a informacéo relativa
a caraterizacdo por *H NMR encontrada na Tabela 2.11.

Quanto ao trimero 57c¢, obtido através da m-diamina 56¢ obtida por hidrogenacéo catalitica, teve a sua
formac&o confirmada visto no espectro de *H NMR existir um singuleto a § 11,44 ppm que integra para
2H correspondentes aos protdes dos NH em ponte (NH-5"). Por sua vez a deslocacao dos protdes H-
2> e H-4>’ para & 8,14 ppm mostra que estes tiveram a sua vizinhanca eletronica alterada devido a
conexao aos dois anéis de triazina adjacentes, tal como se pode observar na Tabela 2.11.
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Tabela 2.11 Caracterizagdo por *H NMR das di-aminas 56b e 56¢ e do trimero 57¢, em DMSO-d.

56b 56¢ 57¢c
Atribuicdo H H H
c-2” 6,90 (s, 2H) 6,91 (s, 2H)
c-4” 6,64 (s, 1H) 6,64 (s, 2H) 8,14 (s, 3H)
NH-5” 8,41-8,33 (m, 4H) 8,38-8,34 (m, 5H) 11,44 (s, 2H)
NH-2 9,06 (s, 1H) 10,24 (s, 1H) 9,42 (s, 1H)
NH-3 6,51 (s, 1H) 8,38-8,34 (m, 5H) 6,68 (t, 3Jnn=5,1 Hz, 1H)
9
g; 7.61-7,54 (m, 4H) 8,27 (_s, 2H) 8,14 (_s, 3H)
4 - 7,75 (s, 1H) 7,75 (s, 1H)
C-4 3,46 (g, 3JnH=5,2 Hz, 2H) 3,88 (s, 2H) 3,50 (9, 3In-H=5,1 Hz, 2H)
C-5 4,28 (t, *Jnn=52Hz, 2H) 4,41 (t, *Jnn=51Hz, 2H) 4,38 (t, *Jn.n=5,1 Hz, 2H)

Provavelmente, a rapida degradacdo da amina 56¢ originou que o trimero respetivo fosse obtido com
baixo rendimento, 0 mesmo sucedendo de um modo geral a reacdo das m-diaminas obtidas por redugdo
com po de zinco, o que levou a que a derivatizacdao nos anéis benzénicos fosse abandonada.

2.3.2. Funcionalizagdo dos anéis de triazina

Apods a funcionalizagdo dos anéis benzénicos ndo ter sido obtida com sucesso, foi tentada a
funcionalizagdo nos anéis de triazina. Para tal trés vias podem ser seguidas, isto porque o 2,4,6-tricloro-

1,3,5-triazina 34 contém trés cloros que podem ser substituidos consoante a temperatura reacional
(Figura 2.13).

cl R,

R R
N R.H \ R,H PY \
NN . NN 27 NN R;H NN
P oec M _ ta. M sa0e | M2
cl” ONT >l c1” N >l I ONTR, Ry N7 R,

Figura 2.13 Esquematizacdo das varias substitui¢des do cloreto ciandrico 34 dependente das condi¢des reacionais empregues,
em que R1, R2e Rs corresponde a unidades contendo grupos capazes de efetuarem ataques nucleofilos

Assim sendo, trés vias distintas para a obtencdo do produto desejado podem ser descritas:

(Via 1) Introducdo da funcionaliza¢do na triazina, com posterior formacdo do trimero e consequente
fecho do macrociclo.

(Via 2) Formacdo do trimero, com posterior funcionalizacdo das triazinas e consequente fecho do
macrociclo.

(Via 3) Sintese do macrociclo e funcionalizagdo das triazinas quando o macrociclo ja se encontra
formado.

e Vial

Nesta via, tentou-se primeiro derivar a 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 com o substituinte desejado, tal
como apresentado na Figura 2.14.
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Figura 2.14 Esquema reacional para a obtencdo dos compostos 62a e 62b.

Ainda que se tenha tentado a sintese com dois alcoois distintos, 52a e 52c, em nenhum dos casos se
conseguiu obter o produto desejado. Quer na sintese de 60a quer na sintese de 60b analises por *H NMR
das varias fracBes significativas retiradas da purificacdo por coluna cromatografica (Anexos A.135 e
A.136), mostram picos correspondentes aos protGes aromaticos, havendo apenas deslocacbes dos
restantes picos, além de que acompanhados por varias impurezas. Tal observacao levou a acreditar que
varios produtos sdo originados na reagdo entre o grupo alcool e o 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34.
Adicionalmente, observou-se a hidrélise do composto durante a prépria purificacdo, que é caracterizado
pelo aparecimento de um pico a aproximadamente 11 ppm (nas varias fragdes) (Anexo A.135). Foi
também tentada a purificacdo de 60a por recristalizagcdo, mas sem sucesso.

e Via2

Nesta via, comegou-se por tentar funcionalizar o trimero 61, que foi previamente sintetizado por
Caio'®! e se encontrava existente no laboratdrio. Assim, devido ao facto das reacdes com alcoois ndo
serem viaveis tentou-se a reacdo, presente na Figura 2.15, com N-Boc-etilenodiamina 45.

BocHN NHBoc
Cl cl BocHN "~ NH2 [
N)*N [j N)*N s . H)N\ JN\H
| |
Cl/kN/J\N NJ\N/)\CI DIPEA N/JN\ /@ )I\L\JN\
H H
or Cl)\\N N N Nl
H H
61 Acetona/DMF (10:7) 62
Cl N_ N Mo N_ _cl
YOy
NS ~
e \(H
cl BocHN" >N
63

Figura 2.15 Esquema reacional para a obtencdo do composto 62 mas contrariamente obteve-se 0 composto 63 .

Apbs viérias tentativas em varias misturas de solventes (THF/ DMF (10:1), Acetona, DMF,
Acetona/DMF (10:7)) verificou-se que o produto mono substituido 63 precipitava sempre independente
da mistura de solventes utilizada, impedindo assim a rea¢do nos dois anéis de triazina. Deste modo, foi
concluido que derivado a problemas de solubilidade esta via ndo era viavel.
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e Via3

Tal como o trimero 61, 0 macrociclo 64 encontrava-se previamente sintetizado no laboratério por
Caio Y e como tal foi feito reagir com N-Boc-etilenodiamina 45 (Figura 2.13).

Cl A~ NHBoc
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Q @ BOCHN ’\/ -
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ﬁ/ 88 h NyN
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Figura 2.16 Esquema reacional para a obten¢do do composto 65.

Apds work-up da mistura reacional obteve-se um solido que por TLC verificou-se conter uma mistura
de trés compostos maioritarios. Devido aos RF’s praticamente iguais aliados a insolubilidade da mistura
reacional (s6 solivel em DFM a >80 °C) a purificacdo tornou-se impraticavel e como tal esta via foi
abandonada.

2.4. Determinacdo da constante de associacao (Ka)

De modo a avaliar a capacidade de interacdo dos recetores sintetizados com diferentes anifes recorreu-
se a0 método de titulagdo por *H NMR, em DMSO-ds/0,5 % H,O a 293 K. A forca das interaces
recetores-anifes, traduzida na forma de constante de associacdo (K,), foram determinadas atraves da
variacdo dos desvios quimicos dos protbes dos recetores na presenca dos anifes tendo sido as constantes
de associacao calculadas recorrendo ao software BindFit.

Os recetores avaliados sdo apresentados na Figura 2.17, onde encontram-se sublinhados os 4&tomos de
hidrogénio que foram seguidos ao longo das titulagdes, ou seja, os N-H das ureias 35a, 35b e 44a, das
tioureias 36a e 36b e das amidas 37a e 37c. Adicionalmente, no caso das tri-ureias 35a e 35b foram
também seguidos os C-H-3’ e C-H-4’ dos anéis de benzo[b]tiofeno, respetivamente. Na Tabela 2.12
encontram-se os valores das constantes de associa¢do com os anides estudados.
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Figura 2.17 Recetores sintetizados cuja afinidade com o anido cloreto foi avaliada através de titulagdes por *H NMR.

Tabela 2.12 Valores das constantes de associa¢éo obtidas, em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K, em unidades de logKa, para a

interagdo dos varios recetores sintetizados com cloreto, brometo e oxoanides (10 % incerteza).

Recetor CI- Br CH3COO- H,PO, HCO3" SO#
35a 3,33 -¢ -¢ 3,58 3,10 -¢
Ureias 35b 3,73 1,90 -¢ b 3,28 >5
44a 1,46 -¢ -c -c -c _c
Ti . 36a 2,50 -c - _c - _c
ioureias 360 2.84 I < < < <
. 37a <1 -C -C _c _c c
Amidas 37b 114 a 2.29 = c c

4 Nao Interage ) Néo é possivel de determinar por néo se enquadrar em nenhum modelo de interagéo © N&o determinado a data de realizagdo

do trabalho

A titulo de exemplo, é apresentado na Figura 2.18 e Figura 2.19 a sobreposi¢do dos espectros obtidos
para o recetor 35b com varias concentracfes de cloreto assim como a curva isotérmica. As figuras

correspondentes as restantes titulagdes encontram-se nos Anexos A.138 a A.184.

40



NH _ CH NH
Aromatico 4’

Alifatico

94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 36 34 32 30 28 26 24
f1 (ppm)

Figura 2.18 Sobreposicdo dos varios espectros obtidos ao longo da adigdo de varios equivalentes de cloreto a tri-ureia 35b
provocando os deslocamentos dos desvios quimicos dos protdes da ureia N-H e do protdo na posi¢do C-H-4".
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Figura 2.19 Curva isotérmica da variacdo dos desvios quimicos dos N-H das ureias e o C-H na posi¢do 4” do recetor 35b, em
funcéo dos eq. de cloreto adicionados.

Discussao dos resultados obtidos

O desenvolvimento destes recetores teve como principal objetivo a obtencdo de uma forte interacdo
com o anido cloreto. De um modo geral, todos 0s recetores estudados interatuaram com este aniao,
sendo esta interagdo forte com os recetores 35a e 35b, e correspondentes tioureia, 36a e 36b. Com 0s
halogenetos fluoreto e iodeto ndo se observou interacdo, tendo 0 mesmo acontecido com o oxoanido,
nitrato.

Relativamente a ureia 44a ndo € possivel comparar os valores desta com as ureias 35a e 35b devido a
mudanca de plataforma assim como a variagdo de substituintes. No entanto, a inser¢do de uma
plataforma semi-rigida acompanhada pela alocacdo de um espagador contendo uma cadeia alifatica,
CH,CHjy, podera fazer com que a cavidade seja demasiado grande para o anido cloreto e/ou que o recetor
ndo se consiga conformar ao tamanho deste anido. Quanto as ureias 35a e 35b, estas possuem uma
elevada constante de associagdo com valores de logKa = 3,33 e 3,73, respetivamente. A forte associagdo
é essencialmente atribuida a grande flexibilidade promovida pela plataforma tren que se conforma de
modo a promover seis interagdes com os hidrogénio dos grupos ureia, N-H---Cl, e trés interacfes C-H-
--CI', totalizando 9 ligacGes de hidrogénio com anido conduzindo & forte interagdo observada. A
existéncia das interacbes C-H pode ser verificada no decorrer das titulagbes uma vez que H-3’ da tri-
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ureia 35a e H-4’ da tri-ureia 35b deslocam-se para campos mais baixos. Adicionalmente, espectros de
NOESY e ROESY de 35a e 35b, respetivamente, na presenca de CI, (Figura 2.20), revelam a interacédo
destes hidrogénios com os respetivos N-H aromaticos da ureia, indicando assim que, provavelmente, na
presenca do anido cloreto, os recetores 35a e 35b conformam-se de acordo com as ilustracdes presente
na Figura 2.20.

a) NH Aromatico b)

Il

T
0 F1[ppm]

10 9 8 7 F2 (ppm]

c) NH Aromatico

| 9

L (ppm)

Figura 2.20 a) Espectro ROESY do recetor 35a, em DMSO-ds a 293 K na presenca de cloreto, onde esta destacado o pico da
interacdo entre o NH aromaético da ureia ¢ o CH na posi¢do 3°. b) proposta da estrutura adquirida pelo recetor 35a para a
interagdo com cloreto. c) Espectro NOESY do recetor 35b, em DMSO-ds a 293 K na presenca de cloreto, onde esté destacado
o0 pico da interagdo entre o0 NH aromatico da ureia e o CH na posigéo 4°. b) proposta da estrutura adquirida pelo recetor 35b
para a interagdo com cloreto.

J4, entre as ureias 35a e 35b, verifica-se uma ligeira diminuigdo da constante de associacéo do recetor
35a, que podera derivar da mudanca da ligagdo C-H do anel benzénico para o anel de tiofeno. E de notar
também que na literatura ha casos em que pode haver dimerizacdo (ou seja, estequiometria 2:1 recetor-
anido), no entanto, nos estudos realizados verifica-se que ao fim da adicdo de 1 eq de anido a curva
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isotérmica estabiliza o que indica uma estequiometria de 1:1. Além disso, dos varios modelos
experimentados (ndo presentes nesta tese), 0 modelo 1:1 é o que melhor se aplica aos dados obtidos.

Relativamente as tioureias 36a e 36b, verifica-se um abaixamento das constantes de associa¢do (logKa
= 2,50 e 2,84 respetivamente), quando comparadas com as ureias analogas 35a e 35b, o que vai de
acordo com a tendéncia observada na literatura. Apesar de ser sabido que as tioureias contém NH mais
acidicos que ureias analogasi®?, este fator, contrariamente ao esperado, ndo promove um aumento da
constante de associacdo. Além disso, o abaixamento da constante de associacdo em 36a e 36b,
comparativamente a 35a e 35b, podera ser devido essencialmente a dois fatores. O primeiro fator
prende-se ao facto deste grupo tioureia estar mais fortemente solvatado, visto o DMSO ser um solvente
competitivo e assim coordenar-se melhor a NH mais acidicos, enquanto que o segundo fator deve-se ao
facto do enxofre ser maior que o oxigénio, provocando um impedimento estereoquimico com os atomos
na vizinhanca, nomeadamente com os hidrogénios do benzo[b]tiofeno. Este impedimento levara a
distorcdes do grupo tioureia, que deixa de ser planar, e que podera conduzir a uma diminuicdo das
constantes de associagdo.!®!

No que respeita aos recetores amida 37a e 37b, verificou-se que estas possuem constates de associagéo
com cloreto muito inferiores as ureias 35a e 35b. A comparacao entre a tri-amida 37a e a tri-ureia 35b,
ambas derivadas na posicao C-3’, mostra que a amida possui uma constante de associagdo muito inferior
(logKa = 3,33 para a tri-ureia 35b vs logK, < 1 para a tri-amida 37a). Tal motivo poder-se-a dever a
varios fatores, como pior acomodacao do anido nesta estrutura, menor nimero de pontos de interacdo
ao haver a remogé&o de trés NH ou mesmo ao fato de o NH das amidas avaliadas estarem conectadas a
grupos alifaticos, 0 que baixa a sua acidez.

Uma vez que a tri-ureia 35b mostrou possuir a melhor interacdo com o anido cloreto, outros anides
foram também titulados com este recetor, nomeadamente a restante série de halogenetos,
dihidrogenofosfato, hidrogenocarbonato, sulfato e nitrato. E possivel verificar que ao longo da série dos
halogenetos a constante de associagdo baixa, podendo esta diminuicdo ser explicada pela diminuicéo da
basicidade seguindo a série de Hofmeister!®!, com excecéo para o anifo fluoreto com o qual ndo ha
interacdo. Podendo-se assumir que, o fator do tamanho do anido predomina sobre a basicidade. Este fato
pode ainda ser confirmado pelo facto de na série de Hofmeister, o fluoreto partilhar a posicdo com o
sulfato (o anido mais basico), sendo a constante de associacdo com sulfato logK, >5. Quanto ao
dihidrogenofosfato ndo se conseguiu determinar a constante de associacdo visto a curva isotérmica ndo
se adequar a nenhum dos modelos disponiveis, o que é indicativo de varios equilibrios em solucdo
(incluindo desprotonacéo). Relativamente ao nitrato verifica-se que este ndo interage com o recetor 35b.
Por ultimo, para o hidrogenocarbonato determinou-se um logK, = 3,28, sendo este valor préximo do
obtido para o recetor 35a (logK, = 3,10). Provavelmente, devido & mais fraca interag&o deste recetor 35a
com o dihidrogenofosfato, ndo se observou desprotonacdo do recetor tendo sido possivel determinar
uma constante de logK, = 3,58.

Comparacdo com a literatura

Um dos principais objetivos de sintetizar derivados de tren 8 era obter recetores com uma interagdo com
0 anido cloreto mais forte que os derivados analogos presentes na literatura. Assim na Tabela 2.13 estdo,
apresentados, por ordem decrescente, os valores das constante de associagdo com cloreto para 0s
recetores 35a e 35b e para recetores baseados em tren reportados na literatura, em que apenas ocorre
alteracdo do substituinte. Estes valores das constantes de associagdo foram calculados em condigdes
analogas as utilizadas na determinacéo de 35a e 35b.

Tabela 2.13 Constantes de associagdo com cloreto obtidas para a interagdo com cloreto dos derivados sintetizados e de
derivados semelhantes (baseados em tren) reportados na literatura, ordenados por ordem decrescente de logKa.
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logKa 3,73 3,44 3,33 3,09 2,95 2,76 2,71 2,61 2,22 2,15
9 [85] ™ [38] 9 [84] @ [86]

Através dos dados apresentados na Tabela 2.13, é possivel verificar que o recetor 35b apresenta a maior
constante de associagcdo com cloreto do conjunto de recetores observados e que o recetor 35a apenas €
superado pelo recetor semelhante 35b e pelo recetor 66 reportado na literatura em que o substituinte é
1-naftaleno invés de benzo[b]tiofeno. Outro dos pontos de interessante observacao é que os derivados
10b a 10c que apresentam varios graus de fluoracdo possuem constantes de associacdo inferiores as
constantes de associacdo obtida para os recetores sintetizados 35a e 35b, 0 que ndo seria expectavel
visto na teoria os NH das ureias nestes compostos fluorados serem mais acidicos. E de notar também
que o recetor 66 possui uma constante comparavel aos recetores sintetizado, sendo que tal facto pode
derivar de também conseguir produzir uma interacdo CH com o aniao.

2.5. Avaliacéo da citotoxicidade das ureias 35a e 35b e tioureias 36a e 36b

Atualmente, sabe-se que a modulacdo do transporte anionico, por aniondforos naturais como a
prodigiosina, esté4 correlacionada com a toxicidade em linhas celulares cancerigenas através da indugao
da apoptose. Em muitos casos, esta toxicidade é atribuida a perturbacdes dos gradientes de pH
intracelular por mecamismo de symport CI'/H" ou antiport CI'7OH". Assim, uma vez que 0S compostos
sintetizados tém em vista um posterior estudo de transporte anionico, foi também pretendido verificar
se as ureias 35a e 35b e tioureias 36a e 36b possuiam potencial anticancerigeno. Para tal verificou-se a
citotoxicidade destes compostos em duas linhas celulares distintas, nomeadamente, linha celular do
cancro da cervical (HeLa) e linha celular do cancro do pulméo (A549), sendo que os resultados obtidos
encontram-se presentes na Tabela 2.14.

Tabela 2.14 Valores de ICso (48h) obtidos para as ureias 35a e 35b e tioureias 36a e 36b avaliadas com as linhas celulares
Hela e A549.

1Cs (48 h)
Recetor
HelLa A549
35b 18,06 uM 26,63 uM
36b 20,89 uM Nao Téxico
35a 34,28 uM Nao Téxico
36a N&o Téxico Nao Téxico

Através dos dados presentes na Tabela 2.14, é possivel verificar que os derivados na posicao 3’ s&o mais
toxicos que os derivados na posigdo 4°, e que os derivados ureia sdo mais toxicos que os derivados
tioureia. Além disso, verifica-se que para a linha celular HeLa apenas o composto 36a ndo possui efeito
toxico enquanto que para a linha celular A549 apenas 0 composto 35b apresenta toxicidade. Verifica-
se gue 0 composto mais toxico, ou seja ureia 35b, € também o que possui uma melhor constante de
interacdo com cloreto (logKa =3,73). No entanto, uma vez que nao foi estudado o mecanismo através
do qual estes compostos provocam a apoptose celular, ndo é possivel afirmar seguramente que a
toxicidade é consequéncia ou esta correlacionada de alguma forma com a interagdo com cloreto.
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3. Conclusao

45



O trabalho apresentado nesta tese contemplou a sintese de Vvarios recetores contendo unidades ureia e
tioureia baseados em plataformas com flexibilidades distintas, tren 8 e 1,3,5-triazina 34 e os estudos de
reconhecimento de anides do tipo halogeneto e oxoanides, por espectroscopia de *H NMR. O design de
recetores baseados em tetraazacalix[2]areno[2]triazina funcionalizados com unidades ureia foi também
explorado, contudo s6 se obtiveram 0s mondémeros areno conectados a grupos aromaticos através de
grupos ureia.

Relativamente aos derivados baseados em tren sintetizaram-se trés conjuntos de recetores, por ligagdo
dos isémeros estruturais do heterociclo 2’-, 3’- e 4’-benzo[b]tiofeno a triamina tren 8 através de grupos
ureia (35a, 35b), tioureia (36a, 36b) e amida (37a e 37b), com rendimentos entre 44 e 90%. O recetor
contendo o benzo[b]tiofeno em posicdo 2°, 35¢, ndo foi obtido com um grau de pureza aceitavel de
modo a testar a sua afinidade com anides. Dos estudos de reconhecimento dos trés conjuntos de recetores
com aniGes com geometria esférica do tipo halogeneto, verificou-se que as ureias 35a e 35b assim como
0s seus analogos tioureia 36a e 36b possuem uma boa afinidade para o cloreto, com valores de, logKa =
2,50 e 3,73, respetivamente. A forte associacdo € essencialmente atribuida a grande flexibilidade
promovida pela plataforma tren que se conforma de modo a promover seis interacGes através de ligacdes
de hidrogénio dos grupos ureia, N-H---Cl e adicionalmente trés interacGes do tipo C-H---CI', totalizando
9 interagBes de hidrogénio com o anido. O melhor recetor para o cloreto, 35b, apresenta uma afinidade
consideravel para o ido brometo com logKa = 1,90, mas ndo ocorrendo interacdo com o fluoreto e o
iodeto. Relativamente as tioureias 36a e 36b, verifica-se um abaixamento das constantes de associacao,
logKa = 2,50 e 2,84 respetivamente, quando comparadas com as ureias analogas 35a e 35b (logK.= 3,33
e 3,74), o que vai de acordo com a tendéncia observada na literatura. Apesar das tioureias conterem NH
mais acidicos do que as ureias analogas, este fator, contrariamente ao esperado, ndo promove um
aumento da constante de associacdo. Além disso, 0 abaixamento da constante de associacdo em 43a e
43b, comparativamente a 40a e 40b, podera dever-se essencialmente ao facto deste grupo tioureia estar
mais fortemente solvatado, visto 0 DMSO ser um solvente competitivo e assim coordenar-se melhor aos
NH mais acidicos. Por outro lado, pode também estar relacionado com o maior tamanho do atomo de
enxofre em rela¢do ao oxigénio, que faz com que exista um impedimento estereoguimico com os atomos
na vizinhanca, nomeadamente com os hidrogénios do benzo[b]tiofeno. Este impedimento levard a
distor¢bes do grupo tioureia, que deixa de ser planar, e que podera conduzir a uma diminuicdo das
constantes de associacao.

Contrastante a este facto, a associacdo das amidas 37a e 37b com cloreto possui um valor de logKa muito
inferior ao desejado, verificando-se assim que este grupo funcional, nas moléculas desenhadas nédo
confere uma boa interagdo com este anido. De salientar, que o recetor 37b apresenta uma boa associa¢do
com o anido acetato (logKa = 2,29). Através de consulta na bibliografia, constatou-se que recetores
estruturalmente semelhantes derivados de tren, apresentam valores de constantes de associagdo com
cloreto, inferiores aos derivados ureia sintetizados, 35a e 35b . Apesar de ndo se ter conseguido avaliar,
devido a escassez de tempo, a interacdo de todos os recetores sintetizados com 0s varios anides, 0s
recetores 35a e 35h, que apresentavam melhores valores de logKa com cloreto, foram estudados com
anides de geometria diferente como, dihidrogenofosfato, hidrogenocarbonato, sulfato e nitrato. Quanto
ao dihidrogenofosfato ndo se conseguiu determinar a constante de associagdo para o recetor 35b visto
o0s dados experimentais ndo se adequarem a nenhum dos modelos disponiveis, o que ¢ indicativo de
varios equilibrios em solugdo, contudo o recetor 35a apresenta um valor de logKa= 3,58. Relativamente
ao nitrato verifica-se que este ndo interage com o recetor 35b. Por Gltimo, estes recetores também
apresentam afinidade para o hidrogenocarbonato com logK, = 3,28 para o recetor 40b e logK, = 3,10
para o recetor 40a.

De modo a finalizar o estudo dos recetores baseados em tren, foi ainda avaliada a viabilidade celular
dos recetores 35a, 35b, 36a e 36b na presenca de linhas celulares cancerigenas (HelLa e A549),
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verificando-se que os recetores contendo unidades ureia sdo mais toxicos que os analogos contendo
unidades tioureia. E de salientar que para estas linhas celulares, os derivados com benzo[b]tiofeno em
posicdo 3’ sugerem ser mais citotoéxicos do que derivados em posicao 4°.

Relativamente aos derivados baseados em 1,3,5-triazina, foram sintetizados dois recetores ureia com
anéis benzénicos para substituidos, 44a (Ph-F) e 44b (Ph-CFs5), através de duas vias de sintese distintas,
com rendimentos de 23 % . No derivado 44a, comecou-se por conectar a plataforma 2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina 34 com um espacador de etilenodiamina e posterior reagdo com o isocianato de p-fluorofenilo
com formac&o do grupo ureia. Na sintese do derivado 44b primeiramente procedeu-se a sintese da ureia,
por reagdo do espacador etilenodiamina com o isocianato de p-trifluorometilfenilo seguindo-se a
conexao desta a plataforma 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34. Em ambos os processos de sintese foram
tentadas reacGes com outros isocianatos com diferentes substituintes contudo, ndo se conseguiu obter
mais nenhum dos recetores pretendidos (44c e 44d). Para promover um melhor entendimento da melhor
metodologia destes processos reacionais terdo de ser efetuados estudos adicionais. Ainda assim, avaliou-
se a interacdo do recetor 44a com cloreto, sendo o valor de logKa, = 1,46 inferior aos derivados do tren,
0 que poder-se-a dever ao tamanho do anido, a flexibilidade promovida pela plataforma usada e/ou a
ndo conformagcéo do recetor com o anido em causa. Assim, devido a baixa constante de associac¢éo obtida
para 44a, optou-se por ndo se avaliar a constante de associagdo de 44b com cloreto.

Por ultimo, a sintese dos recetores baseados em tetraazacalix[2]areno[2]triazina com unidades ureias
nos anéis benzénicos nao foi conseguida. Porém, das varias vias de sintese exploradas obtiveram-se
intermediarios, monoémeros e um trimero, essenciais para a constru¢do dos macrociclos pretendidos.
Seguindo o procedimento ja usado no laboratério para sintetizar este tipo de macrociclo, inicialmente
produziram-se as ureias 52a a 52c através da reacdo de isocianatos substituidos com o espacador
etanolamina, com rendimentos elevados. Apds obtencdo destes intermedidrios procedeu-se a
esterificagdo do grupo hidroxilo livre com o cloreto de 3,5-dinitrobenzoilo 58 de modo a obter os ésteres
53a e 53¢, com baixos rendimentos. Assim, optou-se por primeiramente sintetizar-se 0 grupo éster e s6
depois o grupo ureia, obtendo-se os intermediarios 53a, 53b e 53¢ com rendimentos de 77, 83 e 78 %,
respetivamente. No passo reacional seguinte foram testados dois métodos de reducdo (hidrogenacédo
catalitica e p6 de zinco) dos grupos nitro de modo a obter as aminas que iriam ser usadas na rea¢do com
cloreto cianurico 34 para a formacéo dos trimeros. Apenas o trimero 57¢ foi obtido com um rendimento
de 14 % através da amina 56¢, obtida por hidrogenacdo catalitica. Pensa-se que, o baixo rendimento
deveu-se provavelmente a rapida degradacdo da amina 56¢, abandonando-se assim a sintese destes
recetores. Deste modo, tentou-se ainda derivatizar com as mesmas unidades ureia atras referidas, nos
atomos de cloro do trimero com duas unidades de triazina e nos cloros do
tetraazacalix[2]areno[2]triazina, sem sucesso.
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4. Parte Experimental

48



No decorrer do trabalho realizado foram utilizados reagentes comercialmente disponibilizados pelas
marcas Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Fluka, Fluorochem, BDH, TCI, Carlos Erba, Merck e Riedel-de
Haén. Os solventes organicos utilizados em reacGes foram previamente secos antes da sua utilizagdo de
acordo com a literatura.®”!

Os reagentes e produtos solidos utilizados foram pesados numa balanca Ohaus Pioneer® Plus Analytical
PA 224 e os reagentes liquidos foram medidos em seringas descartaveis Braun Injekt-F de capacidade
adequada, ou em micropipeta DIAB Micropette Single Channel Pipettor de 2-20 uL ou de 100-1000

pL.

A evolucdo das reagdes foi seguida por cromatografia de camada fina (TLC) silica gel 60 Fzs0 Merck,
sendo as manchas visualizadas com recurso a uma lampada Vilber Lourmat CN-6 operando a um
comprimento de onda de 350 ou 254 nm, e/ou a olho nu ap6s aplicacio de um revelador adequado.

Na alinea 4.5.6.2 a hidrogenagdo catalitica foi realizada em instala¢fes independentes & Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa, nomeadamente, em instalacdes pertencentes ao Laboratorio
Nacional de Energia e Geologia (Lneg.ip) num hidrogenador catalitico apropriado.

O processo de evaporacdo de solventes foi executado em atmosfera reduzida, seja em evaporador
rotativo Biichi Rotavapor R-200 constituido por uma bomba Bichi Vacuum Controller B-721 e um
banho Biichi Heating Bath B-490 ou em linha de alto vacuo com bomba de vacuo Vacuunbrand RZ 6.

Na purificacdo em coluna cromatogréfica ou em coluna flash, foi utilizada silica-gel, 230-400 mesh,
obtida através da Fluka ou Merck, numa coluna equipada com uma placa porosa Ps seguindo o
procedimento descrito na literatura®, sendo esta eluida por acdo da gravidade, vécuo ou pressido
promovida por corrente de N..

As anélises por ESI-MS foram realizadas em modo positivo num espectrometro de massa LCQFleet
equipado com uma fonte de ionizacdo por electropulverizacdo. A amostra foi solubilizada numa solucéo
de MeOH/Acido Formico (0,1 %) e o espectro tragado num intervalo de 100 a 1000 Da. A analise e
processamento de dados foi realizada no software Xcalibur, e os resultados apresentados em unidades
de m/z.

As andlises FTIR foram realizadas no espectrofotometro Thermo Nicolet 6700, onde as amostras foram
analisadas numa pastilha de KBr, pressurizada até ficar translucida. Os espectros foram adquiridos no
software OMNIC, sendo estes tracados entre aproximadamente 4000 e 500 cm™. Os valores
apresentados encontram-se em néimero de onda () sendo as unidades respetivas em cm™.

Os pontos de fusdo foram medidos num equipamento de ponto de fusdo Stuart Scientific SMP3, sendo
os resultados apresentados em °C.

As experiéncias de NMR de *H, °C, **C APT, HSQC, COSY, NOESY e HMBC, foram realizadas num
espectrometro Bruker Avance 400 operando a uma frequéncia de 400,13 MHz para o nlcleo de
hidrogénio e a uma frequéncia de 100,64 MHz para o nicleo de carbono e com o software TopSpin. Os
solventes deuterados assim como o TMS, foram obtidos comercialmente através das marcas Fluka e
Cambridge Isotope Laboratories. Os espetros resultantes foram tratados nos software’s MetreRenova e
TopSpin, sendo como referéncia utilizado o TMS ou na auséncia deste, o pico do préprio solvente. Os
dados obtidos por *H NMR estdo reportados pelo desvio quimico (8) relativo a referéncia (TMS), em
unidades de ppm, sendo estes complementados, pela seguinte ordem, com a multiplicidade do sinal (s
para singuleto, d para dupleto, t para tripleto, g para quarteto, dd para duplo dupleto, m para multipleto
e sl para singuleto alargado), constante de acoplamento (J) expressa em Hz e respetivo integral relativo.
Os dados obtidos por **C NMR estfo reportados pelo desvio quimico () relativo a referéncia, em

49



unidades de ppm, na forma de singuletos excetuando quando acontece o acoplamento com atomos de
fltor. Se assim o caso, os dados sdo complementados com informagdes sobre a multiplicidade e sobre a
constante de acoplamento (J) expressa em Hz, nesta ordem.

As titulagdes por *H NMR foram realizadas no espectrometro Bruker Avance 400, ja referido, em
DMSO-ds/H20 0,5%, sendo utilizado TMS como referéncia. Os recetores foram preparados com uma
concentracdo de aproximadamente 0,01 M, em 500 pL de DMSO-ds. No decorrer da titulacdo foram
adicionadas aliquotas de 5-10 pL de uma solugdo de anido, produzida a partir de um sal de
tetrabutilamoénio e do contra-ido desejado (cloreto, brometo, etc...), com uma concentracdo
compreendida entre 0,296 e 0,850 M, em DMSO-ds/H20 0,5%. Apo6s a adigdo de cada aliquota da
solucdo de anido, a variacdo dos desvios quimicos resultante foi registada e a constante de associa¢do
calculada através de uma analise de regressao multivariada ndo linear com recurso ao software
BindFit.l*!

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados na Universidade de Aveiro em duas linhas celulares
distintas, nomeadamente HelLa e A549.
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4.1. Sintese das tri-ureias 40a a 40c baseadas em tren

4.1.0. Procedimento geral para a sintese de tri-ureias 35a a 35¢c baseadas em tren através de acidos
benzo[b]tiofenil-carboxilicos

Na sintese das tri-ureias 35a a 35¢ seguiu-se uma via reacional em quarto passos. Assim, partindo-se de
acido benzo[b]tiofenil-carboxilico, com o grupo &cido carboxilico em posi¢des 2, 3 ou 4, produziram-
se 0s respetivos cloretos de benzo[b]tiofenilo (4.1.0.1), que originaram as azidas de acido (4.1.0.2) e
estas por rearranjo de Curtius deram origem aos isocianatos respetivos (4.1.0.3). As reacOes destes
isocianatos com a tri(2-aminoetil)amina 8 (4.1.0.4) produziram as tri-ureias pretendidas.

4.1.0.1. Sintese do cloreto de benzo[b]tiofenilo

Uma solucdo de &cido benzo[b]tiofenil-carboxilico (1 eq) e SOCI, (10 eq) em THF (10 mL) foi aquecida
a refluxo durante 90 min. Apos este tempo a solucdo foi evaporada a secura, obtendo-se um soélido,
correspondente ao cloreto de benzo[b]tiofenilo. Este solido foi utilizado na reagdo seguinte sem
purificaces adicionais, considerando-se um rendimento quantitativo.

4.1.0.2. Sintese da azida de acido benzo[b]tiofenilo

Paralelamente preparou-se uma solugdo de NaNs (1,5 eq) dissolvida em Acetona/H.O (10:1) (7 mL) que
foi adicionada gota-a-gota ao cloreto de benzo[b]tiofenilo, obtido no ponto 4.1.0.1, a temperatura de 0°
C, e deixada a agitar a esta temperatura por 10 min. Ao fim deste tempo, o solvente foi reduzido em
linha de alto vacuo e ao residuo adicionado H,O (40 mL) promovendo a precipitacao da azida de acido
benzo[b]tiofenilo na forma de um solido branco que foi filtrado, quantificado e utilizado no préximo
passo reacional sem purificagdes adicionais.

4.1.0.3. Sintese do isocianato de benzo[b]tiofenilo

Ap0s isolamento da azida de &cido benzo[b]tiofenilo do ponto 4.1.0.2, esta foi dissolvida em tolueno (7
mL) e aguecida a temperatura de refluxo durante 20 min, de modo a ocorrer o rearranjo de Curtius. Apos
este tempo a solucdo foi deixada arrefecer até a t.a. e utilizada no proximo passo reacional, sem
purificacdes nem evaporacdes adicionais, considerando-se um rendimento de 50 % para a conversdo de
azida de &cido a isocianato.

4.1.0.4. Sintese da tri-ureia derivada do tren com benzo[b]tiofeno

A solucdo de isocianato em tolueno, obtida no ponto 4.1.0.3, foi adicionada gota-a-gota a uma solucéo
de tri(2-aminoetil)amina 8 (1/3 eq) em THF (14 mL) a 0 °C, e deixada agitar a esta temperatura durante
60 min. Ao fim deste tempo, a solucdo foi evaporada a secura, sendo que ao residuo foi adicionado
DCM resultando na formacao de um precipitado que foi filtrado e lavado com acetonitrilo. O produto
foi obtido na forma de um s6lido branco (exceto quando expressamente citado o contréario).

4.1.1. Sintese de 1,1°,1°-(2,2°,2”’-nitrilotri(etan-2,1-diil))tri(3-(benzo[b]tiofen-4-il)ureia) 35a
Seguindo o procedimento geral apresentado nos pontos 4.1.0.1 a 4.1.0.4 foi utilizado: acido
benzo[b]tiofeno-4-carboxilico 38a (198,0 mg; 1,11 mmol), SOCI, (0,8 mL; 0,01 mol), NaNs (109,4 mg;
1,68 mmol), tri(2-aminoetil)amina 8 (0,020 mL; 0,13 mmol).

Seguindo o ponto 4.1.0.2, obteve-se a azida de acido 40a na forma de um s6lido branco (146,9 mg; 65
%). Seguindo o ponto 4.1.0.4 obteve-se a tri-ureia 35a na forma de um s6lido branco (51,3 mg; 59 %).
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FTIR (KBr, ©): 3292 (N-H ureia), 3103 (C-H aromatico), 2897 (C-H alifatico), 1633 (C=0 ureia), 1560
(C=C aromatico), 752 (C-S anel aromatico) cm™. ESI-MS (modo positvo) m/z: 672 [M+H]" (100 %);
497 (13 %); 322 (4 %). pf: 208,4- 209,6 °C. *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 8,64 (s, 3H, NH-
3); 7,93 (d, *Jun= 7,9Hz, 3H, CH-5); 7,62 (d, 3Ju.n= 5,4 Hz, 3H, CH-2’); 7,55-7,51 (m, 6H, CH-3",7");
7,21 (t, *Jun= 7,9 Hz, 3H, CH-6"); 6,61 (t, *Ju.u= 5,6 Hz, 3H, NH-2); 6,61 (t, *Ju.+= 5,6 Hz, 3H, NH-2);
3,29 (q, 3Jn-+= 5,6 Hz, 6H, CH-1°"); 2,69 (t, 3Ju.n= 5,6 Hz, 6H, CH-2’). *C APT NMR (DMSO-ds,
101 MHz, ppm): 155,3(C-1); 139,7 (C-7a’); 134,9 (C-3a’); 130,0 (C-4’); 125,5 (C-27); 124,8 (C-6");
120,3; 115,6 (C-3°,7°); 113,3 (C-5"); 54,0 (C-2"’); 37,5 (C-1").

4.1.2. Sintese de 1,1°,1°°-(2,2°,2”’-nitrilotri(etan-2,1-diil))tri(3-(benzo[b]tiofen-3-il)ureia) 35b
Seguindo o procedimento geral apresentado nos pontos 4.1.0.1 a 4.1.0.4 foi utilizado: é&cido
benzo[b]tiofeno-3-carboxilico 38b (200,0 mg; 1,12 mmol); SOCI; (0,8 mL; 0,01 mol); NaN; (108,3 mg;
1,67 mmol); tri(2-aminoetil)amina 8 (0,022 mL; 0,15 mmol). Seguindo o ponto 4.1.0.2 a azida de &cido

40b foi obtida na forma de um sélido branco (179,2 mg; 79 %). Seguindo o ponto 4.1.0.4 a tri-ureia 35b
foi obtida na forma de um sélido branco (89,4 mg; 89 %).
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FTIR (KBr, d): 3338 (N-H ureia), 3128 (C-H aromaético), 2807 (C-H alifatico), 1638 (C=0 ureia), 1552
(C=C aromatico), 774 (C-S anel aromatico) cm™ ESI-MS (modo positvo): m/z 672 [M+H]" (100 %).
pf: 192,7 —193,4 °C (Decomposicdo) ‘H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 8,88 (s, 3H, NH-3); 8,88
(s, 3H, NH-3); 7,95-7,89 (m, 3H, CH-7"); 7,87-7,69 (m, 3H, CH-4"); 7,44-7,33 (m, 6H, CH-5",6"); 7,61
(s, 3H, CH-2); 6,44 (sl, 3H, NH-2); 3,31 (q, 3Jn-+= 6,0Hz, 6H, CH-1"); 2,70 (t, 3Jn-+= 6,0 Hz, 6H, CH-
2>).2C APT NMR (DMSO-dg, 101 MHz, ppm): 155,3 (C-1); 137,0 (C-7a’); 132,6 (C-3a’); 130,9 (C-
3%); 124,5; 123,6 (C-5°,6"); 122,9 (C-77); 119,8 (C-4°); 105,7 (C-2"); 53,9 (C-2"); 37,5 (C-1"").

4.1.3. Sintese de 1,1°,1°°-(2,2°,2”’-nitrilotri(etan-2,1-diil))tri(3-(benzo[b]tiofen-2-il)ureia) 35¢

Seguindo o procedimento geral em 4.1.0, mas comegando-se no ponto 4.1.0.2, foi utilizado: cloreto de
2-benzo[b]tiofenilo 39¢ (151,4 mg; 0,77 mmol); NaNs (154,4 mg; 1,09 mmol), tri(2-aminoetil)amina 8
(0,018 mL; 0,12 mmol).

Seguindo o ponto 4.1.0.2 obteve-se a azida de &cido 40c na forma um sélido branco (145,4 mg; 94 %).
No decorrer do ponto 4.1.0.4 deixou-se a mistura reacional em agitacdo por 3 h. Apos a precipitacao
com DCM e lavagem com CH3sCN obteve-se um sélido branco impuro (51,0 mg; 63 %). Apos Vérias
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tentativas de purificacdo por precipitacdo e lavagens com diferentes solventes (acetona, etc.) e por
tentativa de purificacdo em coluna cromatografica (eluentes: DCM/MeOH, variando a percentagem de
MeOH), ndo foi possivel a obtengdo do produto 35c puro, embora se tivesse procedido a sua
caracterizacdo por NMR. Apesar disso, contabilizou-se o rendimento, considerando que a quantidade
de impureza era desprezavel.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,85 (d, 3H, NH-3); 7,71 (d, 3Ju.n= 7,8 Hz, 3H, CH-7); 7,10 (¢,
33u= 7,4 Hz, 3H, CH-6"); 7,51 (d, 3Jnw= 7,8 Hz, 3H, CH-4"); 7,22 (t, 3Jn.v= 7,4 Hz, 3H, CH-5"); 6,65
(s, 3H, CH-3"); 6,43 (t, 3Ju.n= 4,8 Hz, 3H, NH-2); 3,25 (q, 3Juu= 5,1 Hz, 6H, CH-1"); 2,72-2,59 (m,
6H, CH-2""). ®C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 154,2 (C-1); 142,4 (C-2"); 137,7 (C-7a’);
133,9 (C-3a’); 121,4 (C-5°,7°); 120,8 (C-4’); 124,00 (C-6); 102,2 (C-3"); 53,6 (C-2"); 37,7 (C-1").

4.2. Sintese das tri-tioureias 36a e 36b baseadas em tren

4.2.0. Procedimento geral para a sintese de tri-tioureias baseadas em tren 36a e 36b através de
aminas ou cloridratos de aminas do benzo[b]tiofeno

A sintese das tri-tioureias 36a e 36b foi efetuada recorrendo a dois passos reacionais. Assim, partindo-
se de uma amina derivada de benzo[b]tiofeno, por reacdo com TCP nas condi¢des adequadas conseguiu-
se obter isotiocianato respetivo que por sua vez reagiu com tris(2-aminoetil)amina 8 (4.2.0.2) para
originar as tri-tioureias pretendidas.

4.2.0.1. Formacdo do isotiocianatode benzo[b]tiofenilo

A uma solucgdo de TCP (1,5 eq) em DCM (15 mL) foi adicionada gota-a-gota uma solucéo de amina (1
eq), ou uma solucdo de cloridrato de amina (1 eq) e DIPEA (1 eq) (dependente do material de partida
comercialmente disponivel) em DCM (10 mL). Ap6s 1 h de agitacdo a solucdo foi evaporada a secura
e o residuo purificado por coluna flash (eluente: DCM). O isotiocianato foi obtido na forma de um 6leo
alaranjado que foi utilizado no proximo passo reacional sem caracterizacdo, considerando-se um
rendimento quantitativo.

4.2.0.2. Formacdo da tri-tioureia derivada de tren com benzo[b]tiofeno

A uma solucdo de tri(2-aminoetil)amina 8 (1/3 eq) em THF (5 mL) a 0°C, foi adicionado gota-a-gota
uma solucdo do isotiocianato, obtido no ponto 3, em THF (10 mL). A temperatura foi aumentando
lentamente até a t.a. ficando a mistura reacional sob agitacdo por 20 h. Ao fim deste tempo a solucéo foi
evaporada a secura e ao residuo foi adicionado DCM, onde pode ocorrer duas situacdes: (a) o produto
precipita na forma de um solido que é isolado ou (b) 0 DCM solubiliza totalmente a mistura e o produto
é purificado por coluna flash (eluente: AcOEt), sendo o produto obtido, apds evaporagdo do solvente,
na forma de um solido.

4.2.1. Sintese de 1,1°,1°’-(2,2°,2”’-nitrilotri(etan-2,1-diil)tri(3-(benzo[b]tiofen-4-il)tioureia) 36a

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.2.0.1 e 4.2.0.2 foi utilizado: TCP (233,0 mg; 1,00
mmol), benzo[b]tiofeno-4-amina 42a (98,2 mg, 0,66 mmol), tri(2-aminoetil)amina 8 (0,026 mL; 0,17
mmol).

Seguindo o ponto 4.2.0.2 a tri-tioureia 36a foi obtida na forma de um sélido branco (108,7 mg; 88 %).
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FTIR (KBr, ¥): 3223 (N-H tioureia), 3066 (C-H aromatico), 2819 (C-H alifético), 1610 (C-H
aromatico), 1557 (C=C aromatico), 1537 (C=S tioureia), 745 (C-S anel aromatico) cm™. ESI-MS (modo
positivo) m/z: 759 [M+K*] (100 %); 720 [M+H]" (59 %); 675 (44 %). pf: 1954 — 1959 °C
(Decomposicao). 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,76 (s, 3H, NH-3); 7,85 (d, 3Ju.n= 7,8 Hz, 3H,
CH-7"); 7,72 (d, 3Jun= 5,7 Hz, 3H, CH-2"); 7,56 (sl, 3H, NH-2); 7,41 (d, 3Ju-+= 7,8 Hz, 3H, CH-5);
7,35 (t, 3Jnun=7,8 Hz, 3H, CH-6"); 7,32 (d, 3Ju.+= 5,7 Hz, 3H, CH-3"); 3,50 (sl, 6H, CH-1""); 2,65 (sl,
6H, CH-2""). ®*C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 180,2 (C-1); 140,2 (C-7a’); 135,6 (C-3a’);
133,3 (C-4"); 127,2 (C-2); 124,6 (C-6"); 121,5 (C-3",7°); 120,2 (C-57); 52,2 (C-2"); 42,1 (C-1"").

4.2.2. Sintese de 1,1°,1°°-(2,2°,2”’-nitrilotri(etan-2,1-diil)tri(3-(benzo[b]tiofen-3-il)tioureia) 43b

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.2.0.1 e 4.2.0.2 foi utilizado: TCP (187,1 mg; 0,80
mmol), cloridrato da benzo[b]tiofeno-3-amina 42a (100,0 mg, 0,54 mmol), DIPEA (0,1 mL; 0,57
mmol), tri(2-aminoetil)amina 8 (0,025 mL; 0,17 mmol).

Seguindo o ponto 4.2.0.2 a tri-tioureia 36b foi obtida na forma de um sélido bege (107,7 mg; 90 %).
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FTIR (KBr, d): 3229 (N-H tioureia), 2905 (C-H aromatico), 2807 (C-H aliférico), 1530 (C=S tioureia),
756 (C-S anel aromatico) cm™. ESI-MS (modo positvo) m/z: 759 [M+K]* (100%); 720 [M+H]* (58 %);
675 (45 %). pf: 124,9 — 125,3 °C (Decomposicio) *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,36 (s, 3H,
NH-3); 7,97-7,91 (m, 6H, CH-2",7"); 7,79-7,66 (m, 6H, NH-2,CH-4"); 7,42-7,36 (m, 6H, CH-5",6");
3,55 (sl, 6H, CH-1"); 2,69 (sl, 6H, CH-2""). *C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 180,9 (C-1);
137,5; 134,7 (C-3a’,7a’); 130,7 (C-3"); 124,9; 124,1 (C-5°,6"); 123,2; 117,6 (C-2°,7°); 121,0 (C-4°);
52,1 (C-27°); 42,0 (C-1).

4.3. Sintese das tri-amidas 37a e 37b baseadas em tren

4.3.0. Procedimento geral para a sintese de tri-amidas 37a e 37b baseadas em tren através do acido
benzo[b]tiofeno-carboxilico

A sintese de tri-amidas baseadas em tren derivadas de benzo[b]tiofeno foi realizada em dois passos
reacionais, tal como descrito em 4.3.0.1 e 4.3.0.2. Assim, um 4&cido benzo[b]tiofenil-carboxilico,
derivado na posicao desejada, é convertido no respetivo cloreto de acido que por sua vez forma a tri-
amida por reacdo com tris(2-aminoetil)amina 8 na presenca de TEA (4.3.0.2).
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4.3.0.1. Sintese do cloreto de benzo[b]tiofenilo

Uma solugdo de &cido benzo[b]tiofenil-carboxilico (1 eq) e SOCI, (10 eq) em THF (10 mL) foi aquecida
a refluxo durante 90 min. Apos este tempo a solugdo foi evaporada a secura, obtendo-se o cloreto de
acido respetivo na forma de um sélido amarelo, que foi, por sua vez, dissolvido duas vezes em tolueno
(5 mL) seco e evaporado a secura, de modo remover residuos de SOCI, remanescentes. Apds evaporagao
do tolueno, o sélido obtido foi utilizado no passo reacional seguinte (4.3.0.2) sem purificacdes
adicionais, considerando-se um rendimento quantitativo.

4.3.0.2. Sintese da tri-ureia derivada de tren com benzo[b]tiofeno

Paralelamente foi preparada uma solugdo de tri(2-aminoetil)amina 8 (1/3 eq) e TEA (1,5 eq) em THF
(10 mL), a 0°C, a qual foi adicionada gota-a-gota uma solugdo do cloreto de &cido obtido no ponto
4.3.0.1, dissolvido em THF (5 mL). Apo6s a adicdo a solucdo foi deixada vir lentamente a t.a. a qual
ficou sob agitacdo por 20 h. Ao fim deste tempo, a solucéo foi evaporada a secura, sendo que ao residuo
foi adicionado DCM promovendo a formacdo de um precipitado que foi isolado, lavado com H;0 e
seco, obtendo-se a amida desejada na forma de um sélido branco.

4.3.1. Sintese de N,N’,N°*-(2,2°,2”’-nitrilotri(etan-2,1-diil))tri(benzo[b]tiofen-3-carboxamida) 37a

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.2.0.1 e 4.3.0.2 foi utilizado: acido benzo[b]tiofeno-3-
carboxilico 38b (93,5 mg; 0,52 mmol); SOCI, (0,4 mL; 5,51 mmol); tri(2-aminoetil)amina 8 (0,022 mL;
21,5 mg; 0,15 mmol); TEA (0,08 mL; 0,57 mmol).

Seguindo o procedimento do ponto 4.3.0.2 obteve-se a tri-amida 37a na forma de um sélido branco
(41,9 mg; 45 %)

FTIR (KBr, 9): 3282 (N-H amida), 1624 (C=0 amida), 1540 (C—=C aromatico), 766 (C-S anel
aromatico) cm™. ESI-MS (modo positvo) m/z: 627 [M+H]* (100 %); 467 (7 %). pf: 197,6 —198,9 °C
(Decomposigao) 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 8,24 (s, 3H, CH-2"); 8,04-7,95 (m, 3H, CH-
7); 8,48-8,32 (m, 6H, NH-1,CH-4"); 7,41-7,33 (m, 6H, CH-5",6"); 3,45 (q, 3Ju-n= 5,6 Hz, 6H, CH-1"");
2,80 (t, 3Jn-n= 5,6 Hz, 6H, CH-2""). *C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 163,2 (C-2); 139,3 (C-
3%); 137,0 (C-7a’); 130,9 (C-3a’); 130,1 (C-2°); 124,7; 124,6 (C-5°,6); 124,3 (C-4°); 122,6 (C-7"); 53,3
(C-27%); 37,2 (C-17).

4.3.2. Sintese de N,N°,N*’-(2,2°,2**-nitrilotri(etan-2,1-diil)tri(benzo[b]tiofeno-2-carboxamida) 37b
Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.3.0.2 foi utilizado: tri(2-aminoetil)amina 8 (0,023 mL;

0,15 mmol); TEA (0,09 mL; 0,65 mmol); cloreto de 2-benzo[b]tiofenilo 39c (102,8 mg, 0,52mmol).

Seguindo o procedimento do ponto 4.3.0.2 obteve-se a tri-amida 37b na forma de um sélido branco
(42,5 mg; 44 %).
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FTIR (KBr, v): 3284 (N-H amida), 2820 (C-H alifatico), 1644 (C=0 amida), 1533 (C=C aromatico),
766 (C-S anel aromatico) cm™. ESI-MS (modo positvo) m/z: 627 [M+H]" (100 %); 467 (6 %). pf:
204,6 — 205,9 °C (Decomposicdo). ‘H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 8,67 (t, 3Ju.n= 4,9 Hz, 3H,
NH-1); 8,04 (s, 3H, CH-3"); 7,93 (d, 3Ju-v= 7,2 Hz, 3H, CH-7"); 7,81 (d, 3Ju.n= 7,2 Hz, 3H, CH-4");
7,42 (t, 3Jun= 7,2 Hz, 3H, CH-6"); 7,37 (t, %Ju.n= 7,2 Hz, 3H, CH-5"); 3,39* (CH-1"); 2,78 (t, 3Ju.n=
6,1 Hz, 6H, CH2""); *Coalesce com o pico de H2O presente no DMSO-d®. *C APT NMR (DMSO-ds,
101 MHz, ppm): 161,7 (C-2); 140,1 (C-3a’); 139,9 (C-2); 139,2 (C-7°); 126,1 (C-6"); 125,1 (C-4’);
124,8 (C-5°); 124,6 (C-3°); 122,7 (C-7°); 53,5 (C-2""); 37,8 (C-1"").

4.4. Sintese de tri-ureias baseadas na plataforma [1,3,5]-triazina

Tal como referido em 2.2, a sintese de derivados de tri-ureias baseadas em 1,3,5-triazina pode ser
conseguida ao primeiramente proceder-se a reacdo da substituicdo dos 3 atomos de cloro do 2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina 34 por N-Boc-etilenodiamina 45, seguindo-se a remocdo do grupo protetor da
amina (Boc), e por fim a reacdo do cloridrato formado com um isocianato desejado de modo a originar
as tri-ureias pretendidas. Alternativamente, pode-se efetuar primeiramente a formacédo da ureia, atraves
da reacdo de N-Boc-etilenodiamina 45 com um isocianato desejado, prosseguindo-se a desprotecdo da
N-Boc-amina, e por fim a ligacdo do cloridrato, contendo o grupo ureia, a plataforma de 1,3,5-triazina,
por reacdo com 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34.

4.4.1. Sintese de tri-tercbutil(((1,3,5-triazin-2,4,6-triil)tris(azadiil)tri(etan-2,1-diil))tricarbamato
46

Tal como descrito na sec¢do 2.2.1 na tentativa de sintese de 46, devido a uns primeiros insucessos, foram
testadas diferentes condigcdes reacionais, em que se variou a quantidade de reagentes (N-Boc-
etilenodiamina 45, 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 e DIPEA) e o tempo reacional (ver tabela 4.1), mas
mantendo-se constante a temperatura de refluxo. Assim, a uma solugdo de acido ciandrico 34 em THF
(10 mL), a 0° C, foi adicionado gota-a-gota uma solugdo de N-Boc-etilenodiamina 45 e DIPEA em THF
(5 mL) e deixou-se a aquecer a temperatura de refluxo. Ao fim do tempo descrito na Tabela 4.1, a
solucéo foi evaporada a secura, o residuo dissolvido em AcOEt e a fase orgénica lavada multiplas vezes
com H,O e brine. A fase organica foi evaporada a secura, originando um residuo escuro que foi lavado
com DCM, obtendo-se o produto 46 na forma de um s6lido branco (140,3 mg; 46,3 %).
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Tabela 4.1 CondigBes reacionais experimentais, quantidades de reagentes, tempo reacional e produto resultante na tentativa de
sintese de 46

N-Boc- Acido Ciandrico Tempo :
Entrada etilenodiamina 45 34 DIPEA ) Tricarbamato 46

0,33 mL; 98,6 mg; .

12 0,36 mL; |2’07 72 Mistura de 2 e 3 Substitui¢fes
2,08 mmol 0,53 mmol mma

o0 0,42 mL; 102,1 mg; 0,52 mL; 2,99 120 46 com elevado grau de
2,65 mmol 0,55 mmol mmol Impureza

- 0,41 mL; 99,4 mg; 0,44 mL: 2,59 % Tricarbamato puro 46
2,59 mmol 0,54 mmol mmol (46 %)

4 No processo de extragdo liquido-liquido utilizou-se uma solugdo aquosa de acido citrico 10% (v/v) como fase aquosa e DCM como fase
organica. No entanto, o uso da solucdo acidica promoveu a formacdo de um precipitado dentro da ampola de decantagdo que apenas era
parcialmente soltvel em cloroférmio. Por TLC e NMR verifica-se ser uma mistura de compostos ® N&o se conseguiu remover por completo o
excesso de DIPEA. No entanto, como no passo reacional seguinte esta ndo iria interferir ndo se procedeu a purificagdes adicionais 9 Adigdo de
amina e de base simultaneamente em 4 porcdes equivalentes, seguindo a seguinte ordem: 1° adi¢do a 0°C, ap6s 1 h fez-se a 22 adi¢do a t.a.,
apos 2:30 h efetuou-se e 3?2 adicéo a refluxo e por fim a 72 h efetuou-se a 4% adicéo e continuou a refluxo até perfazer as 96 h.

\’/ono
1

NH
RNy
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O (6]

ESI-MS (modo positvo) m/z: 556 [M+H]* (100 %), 578 [M+Na]* (27 %). '"H NMR (DMSO-ds, 400
MHz, ppm): 6,80 (s, 3H, NH-1"); 6,82-6,72 (m, 3H, NH-4"); 3,05 (sl, 6H, CH-2"); 3,20 (sl, 6H, CH-3");
1,37 (s, 27H, CH-3). *C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 165,6 (C-5"); 155,6 (C-1); 77,6 (C-
2); 39,5* (C-3°,2”); 28,2 (C-3).* Coalescente com o pico residual do DMSO-ds

4.4.2. Formacdo de cloreto 2,2',2"'-((1,3,5-triazin-2,4,6-triil)tris(azadiil))trietilamdénio 47

Num baldo contendo 46 (129,3 mg; 0,23 mmol) a 0° C e sob a.i., foi adicionado uma solucdo de
MeOH/HCI (5 mL; 1,25 M). A solucdo foi deixada aquecer a t.a. a qual ficou sob agitacdo por 20 h.
Apbs este tempo a formagcéo do produto desejado foi confirmada por *H NMR, a solucdo foi evaporada
a secura e o cloridrato 47 obtido com um rendimento guantitativo.

_ +
C1H3N\L
NH
. I\1J§,N |
CIH;N N2 NH;CI
Fmg g A

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 8,48-8,38 (m, 3H, NH-2"); 8,37-8,13 (sl, 9H, NH-3); 3,08 (sl,
6H); 3,04-2,85 (M, 6H) (CH-1,2).
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4.4.3. Sintese de 1,1°,1°-(((1,3,5-triazin-2,4,6-triil)tris(azadiil)tris(etan-2,1-diil))tris(3-(4-
fluorofenil)ureia) 44a

A uma solucéo de 47 (81,5 mg; 0,22 mmol) em THF (10 mL) a 0° C, foi adicionado DIPEA (0,12 mL;
0,69 mmol) e isocianato de 4-fluorofenilo 50a (0,08 mL; 0,70 mmol) e a mistura reacional foi deixada
a aquecer lentamente até a t.a.. Ap6s 4:30 h de agitacdo, foi adicionado mais DIPEA (0,12 mL; 0,69
mmol) e a solugdo deixada em agitacdo por 24 h. Apos este tempo, havia em solugdo dois precipitados
diferentes. O precipitado de granulometria maior foi decantado, e a solucéo resultante ainda contendo
um precipitado muito fino, foi evaporada a secura. O residuo foi lavado com DCM e acetona, obtendo-
se a tri-ureia 44a na forma de um sélido branco (34,0 mg; 23 %).

FTIR (KBr, ): 3311 (N-H ureia), 2932 (C-H alifatico), 1638 (C=0 ureia), 1218 (C-F), cm™. ESI-MS
(modo positvo) m/z: 667 [M+H]* (100 %), 256 (63 %). ‘H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 8,71-
8,59 (m, 3H, NH-3); 7,41-7,36 (m, 6H, CH-2"); 7,03 (t, 3J.+= 8,1 Hz, 6H, CH-3"); 6,86-6,40 (m, 3H,
NH-3"); 6,29 (sl, 3H, NH-2); 3,36* (CH-1"",2"").* Coalescente com o pico de H2O presente no DMSO-
ds. °C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 165,6 (C-4""); 156,7 (d, 1Jc¢=237,0 Hz, C-4’);
155,3 (C-1); 136,8 (d, “Jc.r= 2,0 Hz, C-1°); 119,0 (d, 3Jc.¢= 7,1 Hz, C-2°); 114,9 (d, 2c.¢= 22,0 Hz, C-
3%); 40,0; 39,4*; (C-1",2>"). * Coalescente com o pico residual do DMSO-dg

4.4.4. Sintese de 1,1°,1°°-(((1,3,5-triazin-2,4,6-triil)tris(azadiil)tris(etan-2,1-diil))tris(3-(4-
(trifluorometil)fenil)ureia) 44b

A uma solucéo de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 (69,3 mg; 0,38 mmol), em THF (10 mL) foi adicionado
uma solucdo de ureia 49a (346,8 mg; 1,22 mmol) e DIPEA (0,43 mL; 2,47 mmol), sendo a mistura
aquecida a temperatura de refluxo a qual ficou sob agitacdo por 24 h. ApGs este tempo, o precipitado
formado foi removido por filtracdo e as aguas mdes evaporadas a secura. O residuo obtido, por
evaporacao das aguas-maes, foi dissolvido em DCM onde ap6s adicdo lenta de ciclohexano se formou
um precipitado. O s6lido formado foi isolado por filtracdo e lavado com H,O, dando origem a tri-ureia
44b na forma de um sélido branco (99,2 mg, 32 %).

FTIR (KBr, ©: 3268 (N-H ureia), 3316 (C-H aromatico), 2964 (C-H alifatico), 1645 (C=0 ureia), 1110
(C-CF3), 801 (C-F) cm™. ESI-MS (modo positvo) m/z: 817 [M+H]* (100 %) ‘H NMR (DMSO-ds, 400
MHz, ppm): 9,08-8,93 (m, 3H, NH-3); 7,89-7,76 (m, 6H, NH-3""); 7,61-7,49 (m, 12H, CH-2",3"); 6,42-
6,34 (m, 3H, NH-2); 3,21 (t, 3Ju.u= 5,2 Hz, 6H*, CH-2"); 3,25 (t, 3Ju.n= 5,2 Hz, 6H, CH-1"").*Metade
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do Sinal Coalesce com o pico de H,O presente no DMSO-ds,pelo que considera-se uma integracéo para
6H. °C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 166,0 (C-4""); 155,3 (C-1); 144,6 (C-1°); 125,1 (d,
Yer= 267,6 Hz, C-5°); 121,4 (d, 2Jcr= 7,1 Hz, C-4°); 126,4; 117,6; (C-2°,3°); 41,0 (C-2); 38,8 (C-
1°”).* Coalescente com o pico residual do DMSO-ds

4.45. Tentativa de sintese de 1,1°,1”°-(((1,3,5-triazin-2,4,6-triil)tris(azadiil)tris(etan-2,1-
diil))tris(3-(3,5-bi(trifluorometil)fenil)ureia) 44c

Tal como descrito em 2.2 a sintese de 44c foi tentada por duas vias de sintese distintas, embora sem
sucesso.

Na 12 Via Sintética utilizou-se uma solucdo de 47 (42,4 mg; 0,11 mmol) e DIPEA (0,07 mL; 0,40 mmol)
em THF (10 mL), a 0° C, a qual se adicionou isocianato de 3,5-bi(trifluorometil)fenilo 50b (0,10 mL;
0,58 mmol). A solucéo foi deixada vir a t.a. a qual ficou sob agitacdo por 24 h. Ao fim deste tempo a
solucdo foi evaporada a secura e ao residuo foi adicionado acetona onde se formou um precipitado que
foi removido por filtracdo. As aguas-maes obtidas foram evaporadas a secura e o residuo dissolvido em
AcOEt, sendo esta solucdo lavada varias vezes com H,O e brine. A fase organica recolhida foi evaporada
a secura e ao residuo adicionado DCM onde se formou um precipitado que foi removido por filtragdo.
As aguas-maes obtidas foram evaporadas a secura e foi novamente adicionado ao residuo DCM, onde
se formou um precipitado que por *H NMR mostra ser inconclusivo a formagéo do produto pretendido.

Na 22 Via Sintética, uma solucédo de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 (28,0 mg; 0,15 mmol), em THF (5
mL) foi adicionada, a 0° C, uma solucdo de mono-ureia 49b (56,7 mg; 0,16 mmol) e DIPEA (0,06 mL;
0,34 mmol) em THF (15 mL) e a mistura deixada em agitacdo por 1 h. Ao fim deste tempo adicionou-
se novamente mono-ureia 49b e DIPEA, nas mesmas proporcoes, e deixou-se em agitacdo a t.a. durante
3 h. Apos este tempo, foi por fim adicionado a Gltima por¢do de mono-ureia 49b e DIPEA, nas mesmas
proporc¢des, e a solucdo aquecida a refluxo por 72 h. Ao fim deste tempo, a solucdo foi evaporada a
secura e o residuo dissolvido em AcOEt, sendo esta solucdo lavada varias vezes com H;O e brine. A
fase organica recolhida foi evaporada a secura e ao residuo adicionado acetona onde se formou um
precipitado que foi isolado por precipitacdo. Por *H NMR e ESI-MS verifica-se que o produto desejado
ndo foi obtido.

4.4.6. Tentativa de sintese de 1,1°,1>°-(((1,3,5-triazin-2,4,6-triil)tris(azadiil)tris(etan-2,1-
diil))tris(3-(3,5-dinitrofenil)ureia) 44d

Na tentativa de sintese de 44d sintetizou-se inicialmente o isocianato 50c tendo-se seguido o
procedimento descrito de 4.1.0.1 a 4.1.0.3. Para tal, foi utilizado: cloreto de 3,5-dinitrobenzoilo 58
(458,6 mg; 2,00 mmol); NaN; (224,5 mg; 3,45 mmol). Seguindo o ponto 4.1.0.2, a azida de &cido
correspondente foi obtida na forma de um sélido branco (219,1 mg; 46,00 %) que foi utlizado sem
purificagdes e caracterizacOes adicionais.

A solucéo de isocianato 50c, em tolueno (7 mL), foi adicionada gota-a-gota a uma solucéo de 47 (35,1
mg; 0,01 mmol) e DIPEA (0,27 mL; 1,55 mmol), a 0°C. A solucéo foi deixada vir lentamente a t.a. a
qual ficou sob agitacdo por 72 h e apds este tempo a solucéo foi evaporada a secura. O residuo obtido
foi dissolvido em AcOEt e a fase orgéanica lavada varias vezes com H;0. A fase orgénica foi recolhida,
evaporada a secura e ao residuo resultante adicionado DCM, promovendo a formag&do de um precipitado
que foi isolado. Por NMR verificou-se a ndo formacéo do produto desejado.
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4.4.7. Procedimento geral da sintese das mono-ureias 48a e 48b contendo um grupo amina
protegido por Boc

A uma solucdo de N-Boc-etilenodiamina 45 (1 eq) em THF (20 mL), a 0° C, foi adicionado o isocianato
desejado (1 eq) e a mistura deixada a agitar por 1 h a 0° C. Ao fim deste tempo a solucdo foi evaporada
a secura e ao residuo obtido adicionado DCM promovendo a formagdo de um precipitado que foi
isolado, sendo o produto obtido na forma de um sélido branco.

4.4.7.1 Sintese de terc-butil(2-(3-(4-(trifluorometil)fenil)ureido)etil)carbamato 48a

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.4.7 foi utilizado: N-Boc-etilenodiamina 45 (0,19 mL;
1,20 mmol), isocianato de 4-(trifluorometil)fenilo 50b (0,14 mL; 0,98 mmol). O produto 48a foi obtido
na forma de um solido branco (318,2 mg; 94%).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,02 (s, 1H, NH-2); 7,59 (d, 3J..w= 8,8 Hz, 2H, CH-2"); 7,55 (d,
8J4-4= 8,8 Hz, 2H, CH-3"); 6,88 (t, *Ju.n= 5,7 Hz, 1H, NH-6); 6,34 (t, *Ju.n= 5,7 Hz, 1H, NH-3); 3,13
(9, 3Jun= 5,7 Hz, 2H, CH-4); 3,01 (q, 3Ju-+= 5,7 Hz, 2H, CH-5); 1,37 (s, 9H, CH-9). *C APT NMR
(DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 155,8 (C-7); 155,0 (C-1); 144,9 (C-1°); 126,0 (d, 3Jcr =3,8 Hz, C-3");
122,0 (d, Nc.r= 270,4 Hz, C-5°); 120,9 (g, 2Jc-r = 31,9 Hz, C-4°); 117,2 (C-2°); 77,7 (C-8); 40,3 (C-5);
39,5* (C-4); 28,2 (C-9). *Coalescente com o pico residual de DMSO-d.

4.4.7.2. Sintese de terc-butil(2-(3-(3,5-bi(trifluorometil)fenil)ureido)etil)carbama-mato 48b

Seguindo um procedimento geral apresentado em 4.4.7 foi utlizado: N-Boc-etilenodiamina 45 (0,19 mL;
1,20 mmol), isocianato de 3,5-Bi(trifluorometil)fenilo 50d (0,20 mL; 1,16 mmol). O produto 48b foi
obtido na forma de um sélido branco (384,0 mg; 79 %).
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,41 (s, 1H, NH-2); 8,08 (s, 2H, CH-2"); 7,54 (s, 1H, CH-4");
6,88 (t, 3Jn-u= 5,9 Hz, 1H, NH-6); 6,56 (t, *Jn-n=5,9 Hz, 1H, NH-3); 3,14 (q, ®Ju-+=5,9 Hz, 2H, CH-4);
3,02 (q, 3Ju-w=5,9 Hz, 2H, CH-5); 1,36 (s, 9H, CH-9)."*C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 155,8
(C-1); 154,9 (C-7); 142,7 (C-1°); 130,6 (q, Xck= 32,5 Hz, C-3°); 123,4 (d, Ncr = 272,7 Hz, C-5°); 117,2
(C-2"); 113,5(C-4%); 77,7 (C-8); 39,5* (C-4,5); 28,2 (C-9). * Coalescente com o pico residual de DMSO-
ds.

4.4.8 Procedimento geral para a desprote¢do da amina protegida das ureias 48a e 48b em meio
acido

Num baldo contendo a ureia com um grupo amina protegida (N-Boc), a 0° C e sob a.i., foi adicionado
uma solugdo de MeOH/HCI (10 mL; 1,25 M). A solugdo foi deixada aquecer até a t.a. & qual ficou sob
agitacdo 20 h. Apos este tempo a formagdo do cloridrato foi confirmado por *H NMR, a soluco foi
evaporada a secura e o cloridrato respetivo obtido com um rendimento quantitativo.
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4.4.8.1. Formacao de cloreto 2-(3-(4-(trifluorometil)fenil)ureido)etilamoénio 49a

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.4.8 foi utilizado: mono-ureia 48a (524,7 mg; 1,51
mmol). s
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5

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,70 (s, 1H, NH-2); 8,05 (sl, 3H, NH-6); 7,62 (d, 3Jn.+=8,5 Hz,
2H), 7,56 (d, *Ju= 8,5 Hz, 2H) (CH-2",3"); 6,90 (sl, 1H, NH-3); 3,34 (sl, 2H), 2,88 (q, 3Ju.u= 5,6 Hz,
2H) (CH-4,5).

4.4.8.2. Sintese de cloreto 2-(3-(3,5-bi(trifluorometil)fenil)ureido)etilaménio 49b

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.4.8 foi utilizado: mono-ureia 48b (372,0 mg; 0,90
mmol).
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 2,90 (q, 3Jw.w= 5,5 Hz, 2H), 3,36 (sl, 2H) (CH-4,5); 6,98 (sl, 1H,
NH-3); 7,51 (s, 1H, CH-4"); 8,81 (s, 2H, CH-2"); 8,05 (sl, 3H, NH-6); 10,21 (s, 1H, NH-2)

4.5. Tentativa de sintese de ureias conectadas a plataforma tetraazacalix[2]arene[2][1,3,5]-
triazina

A tentativa de sintese de uma plataforma de tetraazacalix[2]arene[2][1,3,5]-triazina funcionalizada com
unidades ureia foi tentada, e tal como descrito em 2.3, sem sucesso. Ainda assim, foi conseguida a
sintese com sucesso de alguns dos intermediarios que podem ser visualizados ao longos dos varios
pontos de 4.5.

4.5.1. Procedimento geral da sintese das mono-ureias 52a a 52c¢ contendo um hidroxilo livre

A uma solucéo de etanolamina 51 (1 eq) em THF (20 mL), a 0° C, foi adicionado o isocianato desejado
(1 eq) e a mistura deixada em agitacdo por 1 h a 0° C. Ao fim deste tempo a solucdo foi evaporada a
secura e ao residuo obtido adicionado DCM promovendo a formacao de um precipitado que foi filtrado.
O produto foi obtido na forma de um sélido branco.

4.5.1.1. Sintese de 1-(2-hidroxietil)-3-(4-(fluoro)fenil)ureia 52a

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.5.1 foi utilizado: etanolamina 53 (0,05 mL; 0,83
mmol), isocianato de 4-(fluoro)fenilo 52a (0,08 mL; 0,70 mmol). O produto 54a foi obtido na forma de
um sélido branco (128,9 mg; 93 %).
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 8,58 (s, 1H, NH-2); 7,37 (dd, 3Ji.+= 8,9 Hz, *Jur= 5,7 Hz, 2H,
CH-2); 7,04 (t, 3Ju.n= 8,9 Hz, 2H, CH-3"); 6,15 (t, 3Juv= 5,7 Hz, 1H, NH-3); 4,76 (t, 3Ju.+=5,7 Hz, 1H,
OH); 3,43 (q, 3Jnn= 5,7 Hz; 2H, CH-4); 3,14 (t, *Ju.u= 5,7 Hz, 2 H, CH-5)."°C APT NMR (DMSO-ds,
101 MHz, ppm): 156,8 (d, YJc.r= 237,0 Hz, C-4°); 155,4 (C-1); 137,0 (d, *Jc.F= 2,2 Hz, C-17); 119,1 (d,
3Jck= 7,5 Hz, C-27); 115,2 (d, 2Jc.¢k= 22,0 Hz, C-3°); 60,4 (C-5); 41,8 (C-4).
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4.5.1.2. Sintese de 1-(2-hidroxietil)-3-(4-(trifluorometil)fenil)ureia 54b

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.5.1 foi utilizado: etanolamina 51 (0,2 mL; 3,34 mmol),
isocianato de 4-(trifluorometil)fenilo 50d (0,48 mL; 3,34 mmol). O produto 52b foi obtido na forma de
um solido branco (731 mg; 88 %).
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'H NMR (Acetona-ds, 400 MHz, ppm): 8,45 (s, 1H, NH-2); 7,69 (d, 3Ju-x=8,5 Hz, 2H, CH-3"); 7,56 (d,
3J1-+=8,6 Hz, 2H, CH-2"); 6,07 (sl, 1H, NH-3); 3,99 (sl, 1H, OH); 3,63 (t, 3Ju.= 5,5 Hz, 2H, CH-5);
3,33 (Q, 3Jn-s= 5,5 Hz, 2H, CH-4). *C APT NMR (Acetona-ds, 101 MHz, ppm): 156,03 (C-1); 145,3
(C-1°); 126,7 (q, “Jc-F= 3,8 Hz, C-2°); 125,7 (d, }Jc.F=270,1 Hz, C-5); 123,1 (3Jcr = 32,2 Hz, C-4°);
118,3 (d, 3Jc.F= 8,6 Hz, C-3°); 43,2 (C-4); 62,2 (C-5).

4.5.1.3. Sintese de 1-(2-hidroxietil)-3-(3,5-bi(trifluorometil)fenil)ureia 52c¢

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.5.1 foi utilizado: etanolamina 51 (0,02 mL; 0,33
mmol), isocianato de 3,5-bi(trifluorometil)fenilo 50b (0,06 mL; 0,35 mmol). O produto 52c¢ foi obtido
na forma de um sélido branco (94,5 mg, 88 %).
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,36 (s, 1H, NH-2); 8,05 (s, 2H, C-2°); 7,54 (s, 1H, C-4"); 6,51
(t, 3Jnn= 5,6 Hz, 1H, NH-3); 4,79 (s, 1H, OH); 3,34 (t, 3Ju.n= 5,6 Hz, 2H, CH-5); 3,17 (q, 3Juv= 5,6
Hz, 2H, CH-4). *C APT NMR (DMSO-ds, 101 MHz, ppm): 154, 9 (C-1); 142,6 (C-1°); 130,7 (q,
2Jo= 32,5 Hz; C-37); 123,4 (d, Yok = 272,7 Hz, C-5°); 117,1 (d, 3Je.r = 3,5 Hz; C-27); 113,5 (t, 3Jo.r=
3,5 Hz; C-4); 60,1 (C-5); 41,9 (C-4).

45.2. Sintese dos ésteres 53a a 53¢

4.5.2.0. Procedimento geral para a obtencao dos ésteres 53a a 53c

Tal como descrito em 2.3.1, a obtencéo dos ésteres 53a a 53¢ pode ser conseguida seguindo duas vias
reacionais distintas (Via Sintética A e B). Na Via Sintética A, em que a ureia ja esta formada, sintetiza-
se posteriormente o grupo éster (4.5.2.0.1) ou inversamente, na Via Sintética B, em que primeiramente
se sintetiza o grupo éster e posteriormente se procede a sintese do grupo ureia (4.5.2.0.2).

45.2.0.1. Via de sintese A

A uma solugdo de ureia desejada, com o grupo hidroxilo livre e base em 15 mL de um solvente adequado
foi adicionado cloreto 3,5-dinitrobenzoilo 58, em 10 mL do solvente previamente especificado e deixado
a reagir nas condices reacionais especificadas nas Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4. Finda a reacdo, a solucdo foi
filtrada, as aguas-maes evaporadas a secura e o residuo resultante foi purificado em coluna flash (eluente
Acetona/ciclohexano 3:2), sendo o produto obtido na forma de um sélido apds evaporagdo do solvente
da fracdo contendo o produto.
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45.2.0.2. Via de sintese B

A uma solucgdo de cloridrato 55a em THF (20 mL), a 0° C, foi adicionado o isocianato desejado e
posteriormente DIPEA, ficando a mistura sob agitacdo por 3 h. Ao fim deste tempo, a solucdo foi
evaporada a secura e o0 residuo obtido dissolvido em AcOEt (1 mL). A esta solucdo foi adicionada H,O
(25 mL) para promover a precipitagdo do composto na forma de um solido que foi isolado por filtracdo.

4.5.2.1. Sintese de 2-(3-(4-(fluoro)fenil)ureido)etil 3,5-dinitrobenzoato 53a

Na sintese de 53a tal como descrito em 2.3.1, de modo a otimizar o processo sintético, foram utlizadas
varias condices reacionais, que podem ser consultadas nas Tabelas 4.2, seguindo o procedimento geral
apresentado em 4.5.2.0.1 ou em 4.5.2.0.2.

Tabela 4.2 Quantidades de reagentes, solvente, tempo reacional, temperatura utilizados para a sintese do monémero 53a, assim
como o rendimento obtido

Sintese baseada no procedimento geral apresentados em 4.5.2.0.1

. . Cloreto de 3,5- Tempo o n
Tentativa Ureia 52a Base dinitrobenzoilo 58 Solvente (h) T(°C) %)
K2COs
) 100,8 mg;
. 100,6 mg; 05 . g THF 22 ta. 29
mmol 866,3 mg; 0,44 mmol
6,27 mmol '
9 101,1 mg; o 1234 mg; THF 3:30 Refluxo 53
0,51 mmol 151,5 mg; 0,54 mmol '
1,120 mmol
DBU
3 101,0 mg; , 1438 mg: THF 3:30 Refluxo -
051mmol 0,19 mL; 627 0,62 mmol '

Sintese baseada no procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.2

Tentativa  Cloridrato de Base Isocianato de 4- Solvente Tempo T n
55a DIPEA (fluoro)fenilo 50a (h) C) (%)
l000mg  013mLi 965 0.10mt;
4 o mg, mg; 0,75 120,6 mg; THF 3 0 77
0,70 mmol
mmol
0,88 mmol

3 Apos as 3.30 h, a solugéo continha uma coloragdo roxa muito intensa, e apés tentativa de purificagdo verificou-se por TLC que nenhuma das
fragBes da coluna cromatogréfica estava pura e por andlise *H NMR das fracdes que pareciam mais significativas verificou-se a presenca de
muitas impurezas mas ndo formagéo do produto desejado.

'H NMR (Acetona-ds, 400 MHz, ppm): 9,14 (t, 3Ju.n= 2,4 Hz, 1H, CH-4"); 9,10 (d, 3Ju.+= 2,1 Hz, 2H,
CH-2); 8,07 (s, 1H, NH-2); 7,45 (dd; ®Ju-n= 8,9 Hz, “Ju.¢= 7,5 Hz, 2H, CH-2); 6,95 (t, *Ju.n= 8,9 Hz,
2H, CH-3"); 6,21 (s, 1H, NH-3); 4,55 (t, *Ju.n= 5,3 Hz, 2H, CH-5); 3,69 (q, %Ju-u= 5,3 Hz, 2H, CH-
4).*C NMR (Acetona-ds, 100 MHz, ppm): 163,7 (C-6); 158,7 (d, “Jc.¢= 236,5 Hz, C-4"); 156.,4 (C-1);
149,8 (C-3); 137,7 (d, “Jc-r= 6,1 Hz, C-1°); 134,7 (C-1); 130,0 (C-2""); 123,3 (C-4""); 120,6 (d, 3Jc.
F= 10,9 Hz, C-2°); 115,8 (d, Z2JcF= 22,3 Hz, C-3"); 67,2 (C-5); 39,5 (C-4).
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4.5.2.2. Sintese de 2-(3-(4-(trifluorometil)fenil)ureido)etill 3,5-dinitrobenzoato 53b

Na sintese de 53b, de modo a otimizar o processo sintético, foram utlizadas varias condi¢des reacionais,
gue podem ser consultadas na Tabela 4.3, seguindo o procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.1 ou
em 4.5.2.0.2. Natentativa 3, utilizou-se um grande excesso de piridina que levou a formag&o do produto
secundario 59.

Tabela 4.3 Quantidades de reagentes, solvente, tempo reacional, temperatura utilizados para a tentativa de sintese do mondmero
53b, assim como o rendimento obtido em cada tentativa

Sintese de 53b baseada no procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.1

. ] Cloreto de 3,5- Tempo o
Tentativa Ureia 52b Base dinitrobenzoilo 58 Solvente ) ) n (%)
K2CO3 .
1 106,2 mg; 9.9 mg: THF 2 Refluxo 11
0,43mmol  649mg; 0,47 0,42 mmol
mmol
K2CO3 .
5 100,4 mg; 94,4 mg; Acetona/ 22 Refluxo i
0,40mmol 57,1 mg; 0,41 0,41 mmol H20 (140:3)
mmol
101,3 mg; i 93,3 mg; Piridina/ .
3 0,41 mmol 0.41 mmol THF (2:1) 22 Refluxo 9
K2CO3 .
99,2 mg; 0,40 9.1 mg;
4 ’ o . THF 3:30 Refluxo 26
mmol 229,0 mg, 1,65 0’42 mmol
mmol
5 1755 mg’l 0,15mL, 0,86 THF 3:30 ta. 57
0,71 mmo mmol 0,46 mmol

Sintese de 53b baseada no procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.2.

; Base Isocianato de 4-
Tentativa ~ Cloridrato (trifluoro)fenilo Solvente Tempo TEC)  n(%)
55a DIPEA 50d (h)
304,3 mg, 0,11 mL; 0,77 0,20 mL; i
6 1,07 mmol mmol 1,15 mmol THF 3h 0°C 83

Tentativa da sintese de 53b baseada no procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.1 mas utilizando-se 4cido 3,5-
dinitrobenzdico

Acido 3,5- Tempo

i i 1 o,
Tentativa Ureia 52b Catalisador dinitrobenzoico 60 Solvente () ) 1 (%)
EDC.HCI 78,0
mg; 0,41 mmol 86.0
: ,umg;
7 1008 mg'|0'41 DMAP THF 48 0°-tat 22
mmo 0,40 mmol
5,6 mg; 0,041
mmol
g 9,3 mg; 0,037 HCI 21,1 mg; Acetonal HO ., ta y
mmol (pH =2) 0,099 mmol (5:1)

3 Além do produto pretendido, foi também obtido o carbamato 59, com um rendimento de 9 % ) Uso de DIPEA invés de K,CO; 9 Adicéo feita
a 0° C e deixada aquecer ate a t.a. 9 Verificou-se por TLC que néo existia formagéo do produto pretendido.
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 10,13 (s, 1H, NH-7); 9,13 (s, 1H, NH-2); 7,64 (d, 3Ju.v= 9,2 Hz,
2H, CH-2"); 7,61 (d, 3Jnn= 9,2 Hz, 2H, CH-3""); 7,57 (d, 3Ju.n= 9,2 Hz, 2H, CH-2"); 7,54 (d, 3Ju.n=
9,2 Hz, 2H, CH-3"); 6,56 (t; 3Ju.+= 5,6 Hz; 1H, NH-3); 4,17 (t, 3Ju.+= 5,6 Hz, 2H, CH-5); 3,41 (q, 3Jn-
= 5,6 Hz, 2H, CH-4). *C APT NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 155,3 (C-1); 153,7 (C-6); 144,3 (C-
1°); 143,0 (C-17"); 126,4 (d, 3Jce= 7,4 Hz, C-37); 124,7 (d, YJcr= 271,1 Hz, C-5°); 124,9 (d, YJce=
274,1 Hz, C-5""); 123,2 (d, 3Jc¢= 7,7 Hz, C-3"); 122,8 (d, 2Jcr= 31,9 Hz, C-47"); 121,4 (d, 2Jc.¢= 31,9
Hz, C-4%); 118,3 (C-2"’); 117,6 (C-2°); 64,1 (C-5); 31,0 (C-4).
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'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz, ppm): 9,09 (s, 1 H, NH-2); 9,02 (t, ®Ju.n= 2,1 Hz, 1H, CH-4""); 8,95 (t,
8Ju-= 2,1 Hz, 2H, CH-2""); 7,56 (d, 3Ju.n= 8,9 Hz, 2 H, CH-2"); 7,51 (d, %Ju.+= 8,9 Hz, 2H, CH-3");
6,63 (t, *Ju.u= 5,4 Hz, 1H, NH-3); 4,45 (t, *Ju.4= 5,4 Hz, 2H, CH-5); 3,56 (q, *Ju-+=5,4 Hz, 2H, CH-
4).*C APT NMR (DMSO-dg, 100 MHz, ppm): 162,7 (C-6); 155,2 (C-1); 148,4 (C-3); 144,1 (C-1°);
132,8 (C-1°"); 129,0 (C-4>"); 125,9 (d, 3Jck= 3,8 Hz, CH-3"); 124,7 (d, Nc.r= 271,0 Hz, C-5°); 122,6
(C-2>"); 121,1 (q, WcF= 31,9 Hz, C-4"); 117,3 (C-2°); 66,1 (C-5); 38,1 (C-4).

4.5.2.3. Sintese de 2-(3-(3,5-bi(trifluorometil)fenill)ureido)etill 3,5-dinitrobenzoato 53¢
Na sintese de 53c, de modo a otimizar o processo, foram testadas varias condicGes reacionais, que podem
ser consultadas na Tabela 4.4 seguindo o procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.1 ou em 4.5.2.0.2

Tabela 4.4 Quantidades de reagentes, solvente, tempo reacional, temperatura utilizados para a tentativa de sintese do mondmero
53c, assim como o rendimento obtido em cada tentativa

Sintese baseada no procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.1

. . Cloreto de 3,5- Tempo
Tentativa Ureia 52c Base dinitrobenzoilo 58 Solvente (h) T n (%)
. K2COs .
1 99.7Mg 105 5 mg: 123,4 mg; THF 3:30 Refuxo 9
0,32 mmol 0,54 mmol
0,76 mmol
DIPEA
268,0 mg, 0,15 mL, 152,2 mg; o
2 0,85 mmol 111,3 mg, 1,13 mmol THF 3 e°c 40
0,86 mmol

Sintese baseada no procedimento geral apresentado em 4.5.2.0.2

Isocianato de 3,5-bi

. cloro hidrato Tempo
Tentativa 554 DIPEA (trifluorometil)fenilo ~ Solvente (h)ID T n )
50b
0,20 mL; 0,15 mL;
3 Ly 1485mg 221,4 mg; THF 3 0°C 8
' 1,15 mmol 0,87 mmol
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,45 (s, 1H, NH-2); 9,02 (s, 2H, CH-4"); 8,95 (s, 2H, CH-2"");
8,05 (s, 2H, CH-2’); 7,55(s, 2H, CH-4"); 6,83 (t, 3Ju.n= 5,2 Hz, 1H, NH-3); 4,47 (t, *Ju.u= 5,2 Hz, 2H,
CH-5); 3,57 (g, 3Jun= 5,2 Hz; 2H, CH-4). *C APT NMR (DMSO-dgs, 100 MHz, ppm): 162,7 (C-6);
155,1 (C-1); 148,3 (C-1""); 142,5 (C-17); 132,9 (C-3""); 128,9 (C-2""); 130,56 (d, 2Jc.r= 32,3 Hz, C-3°);
123,4 (d, YJc.r= 272,7 Hz, C-5°); 122,7 (C-4""); 122,5 (d, 3Jc.r= 4,6 Hz, C-2"); 113,6 (d, 3Jc.r= 4,6 Hz,
C-4’); 65,9 (C-5); 41,9 (C-4).

4.5.3. Sintese de terc-butil (2-hidroxietil)carbamato (N-Bocetanolamina) 54

A uma solugéo de (Boc),O em THF (80 mL) foi adicionado lentamente etanolamina 51, ficando a reacdo
em agitacdo a t.a. durante o tempo definido na Tabela 4.5. Finda a reacéo esta foi evaporada a secura e
o residuo dissolvido em agua, sendo a fase aquosa extraida com DCM. A fase organica combinada foi
lavada com H;O, seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada a secura de modo a originar o
produto na forma de um dleo amarelo palido.

Tabela 4.5 Quantidades de reagents, solvente e tempo reacional utilizados para a tentativa de sintese do éster 54, assim como
0 rendimento obtido em cada tentativa

Tentativa (Boc),0 Base Etanolamina Solvente Tempo (h) n (%)
. 0,46 mL;
1 g ool 6 K 4654 mg; THF 3 79
' 7,6 mmol
0,24 mL;
884,0 mg; ! .
2 4,05 mmol -a 232,7 mg; THF 17 66
3,80 mmol
DIPEA
1,3mL;
1,7163 g; 1,3mL; . -
3 7,87 mmol 964,6 mg; 0,454 Mg THF 3 8
0,75 mmol '
) KOH 0,1 mL; A
4 f%é;?nrr?]%l 740,2 mg; 101,2 mg; 1,;;20'3 '(%af)?f 2 74
! 13,19 mmol 1,66 mmol )

3 Auséncia de base » Procedimento efetuado distinto do descrito em 4.5.3 As diferengas consistem em: a temperatura reacional foi de 0°C, a
quantidade de solvente foi 10 mL e ndo 80 mL, adicéo de (Boc),0 em sélido e por por¢des a solucdo de amina e base. Finda a reacéo adicionou-
se 10 mL de uma solugdo aquosa de hidrogenossulfato de tetrabutilaménio (12,5 %). Deixou-se a agitar por 15 min e consequentemente, ap6s
este tempo, adicionou-se a mistura 30 mL de AcOEt para efetuar a extracédo liquido-liquido em vez de DCM.

. j\ J<4
HO 2
¥ N0
H

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6,65 (s, 1H, NH-2); 3,81 (s, 1H*, OH); 3,35 (t, 3Ju.n= 5,4 Hz,
2H, CH-1°); 2,97 (q, 3Ju-n= 5,4 Hz, 2H, CH-2"); 1,36 (s, 9H, CH-4).*Coalescente com o pico de H,O
presente no DMSO-ds, prossupde-se uma integragdo para 1H. *C APT NMR (DMSO-ds, 100 MHz,
ppm): 155,6 (C-1); 77,5 (C-3); 60,1 (C-1°); 42,7 (CH-2"); 28,3 (C-4).
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4.5.4. Sintese de 2-((terc-butoxicarbonil)amino)etill 3,5-dinitrobenzoato 55

A uma solucdo de N-Boc-etanolamina 51 e base em THF (10 mL) foi adicionado cloreto de 3,5-
dinitrobenzoilo 58 ou solubilizado em 10 mL do mesmo solvente, anteriormente descrito (Tentativas 1
a 5), ou por vérias por¢des em solido (Tentativa 5 a 9) e a mistura deixada em agitacdo nas condigdes
reacionais especificadas na Tabela 4.6. Finda a reacdo, a solucdo foi filtrada, as dguas evaporadas a
secura e o residuo obtido lavado varias vezes com uma solugéo de Acetato de Etilo/ H,O (1:25), sendo
0 produto obtido na forma de um sélido bege.

Tabela 4.6 Quantidades de reagentes, solvente, tempo reacional e temperatura utilizados para a tentativa de sintese do éster 55,
assim como o rendimento obtido em cada tentativa

Tentativa N-Boc- Base Cloreto de 3,5- Tempo Temperatura o
etanolamina 54 dinitrobenzoilo 58 (h) ©C) n (%)
. Cs2C03
1 1673 mg; 436,1mg;  267,8 mg; 1,16 mmol 3 Refluxo b
1,04 mmol
1,34 mmol
. Cs2C0O32
2 229,2 mg; 3324mg; 3314 mg:1,44 mmol 3 Refluxo b
1,42 mmol
1,02 mmol
DIPEA
104,2 mg; 0,12 mL; .
4 0,65 mmol 89,0 mg; 159,1 mg; 0,69 mmol 3 Refluxo 34
0,69 mmol
DIPEA
413,3 mg; 0,45 mL;
d ’ ’ ) ’ .
5 2,57 mmol 333.9 mg; 474,4 mg; 2,06 mmol 3 0 63
2,59 mmol
DIPEA
817,6 mg; 0,85 mL; .
6 5,08 mmol 630.7 mg: 867,7 mg; 3,76 mmol 3 0 81
4,92 mmol
DIPEA
981,4 mg; 1,00 mL; .
7 6,09 mmol 742,0 mg; 1,369 g; 5,93 mmol 3 0 76
5,75 mmol
DIPEA
1,2074 g; 1,5mL; .
9 7,49 mmol 1,0685 g: 2,1622 g; 9,43 mmol 3 0 61
8,27 mmol
DIPEA
405,21 mg; 0,45 mL; . e
9 2.51 mmol 333,9 mg: 428,2 mg; 1,86 mmol 16 t.a. 65
2,59 mmol

3 Uso de Cs,CO;zinvés de DIPEA ) Produto desejado ndo obtido © Uso de DMF invés de THF 9 Uso de DCM invés deHF e) adigdo a 0° C e
deixado vir a t.a..
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,05 (t, 3Jun= 2,1 Hz, 1H, CH-4"); 8,96 (d, 3Jun= 2,1 Hz, 2H,
CH-2"); 7,22 (t, *Ju= 5,8 Hz, 1H, NH-4): 3,37* (CH-3); 4,36 (t, *Jui= 5,7 Hz, 2H, CH-2); 1,35 (s, 9H,
CH-7).* Coalescente com o pico de H2O presente no DMSO-ds.*C APT NMR (DMSO-ds, 100 MHz,
ppm): 162,7 (C-1); 155,9 (C-5); 148,4 (C-3"); 132,8 (C-17); 129,0 (C-2°); 122,7 (C-4"); 66,0 (C-2): 78,0
(C-6): 38,8 (C-3); 28,2 (C-7).

4.5.5. Formagdo de cloreto de 2-((3,5-dinitrobenzoil)oxi)etilaménio 55a

A um bal&o contendo o éster 55 (193,5 mg; 0,54 mmol) sob a.i. e arrefecido a 0 °C, foi adicionado uma
solucdo de MeOH/HCI (5 mL; 1,25 M). Apds 45 min deixou-se aquecer a t.a. e ap6s 20 h a solugdo foi
evaporada a secura, sendo o produto obtido na forma de um cloridrato branco (161,6 mg) em que se
considerou um rendimento quantitativo. O produto 55a foi utlizado no passo reacional seguinte sem
purificagdes adicionais.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,09 (s, 2H, NH-3"); 9,07 (sl, 1H, CH-4"); 8,29 (sl, 3H, NH-4);
4,58 (t, *Ju.n=4,4 Hz, 2H), 3,29 (t, 3Jn-n=4,4 Hz, 2H) (C-2,3).

4.5.6. Sintese de 2-(3-(3,5-bi(trifluorometil)fenil)ureido)etil 3,5-diaminobenzoato 56¢

Tal como descrito em 2.3.1, a sintese da diamina 56¢ pode ser conseguida através de dois métodos
distintos, um primeiro (4.5.6.1) recorrendo a p6 de zinco e um segundo (4.5.6.2) recorrendo a uma
hidrogenacdo catalitica na presenca de Pd/C (etileno) 10 %.

4.5.6.1. Método 1

A uma solucdo de ureia 53c (228,8 mg; 0,39 mmol) numa mistura de 1,4-Dioxano/ H;O (4:1) (10 mL),
a 0° C, foi adicionado zinco em p6 (160,7 mg; 2,46 mmol) e cloreto de amoénia (130,1 mg; 2,43 mmol).
Ap06s 2 h de agitacdo a solucdo foi filtrada e as aguas méaes reduzidas em alto vacuo, de modo a restar
apenas maioritariamente o residuo de agua. A solugio remanescente foi adicionado AcOEt e mais H.0.
A fase aquosa foi extraida mais duas vezes com AcOEt, e as fases organicas combinadas, secas com
sulfato de magnésio, filtradas e evaporadas a secura. O produto 56¢ foi obtido na forma de um sélido
amarelo (178,7 mg) com um rendimento quantitativo.

4.5.6.2. Método 2

Uma solugdo de ureia 53c (165,0 mg; 0,32 mmol) e 15,0 mg de Pd/C (etileno) 10% em 40 mL de EtOH,
foi colocada em atmosfera de H, pressurizada a 50 psi, a qual ficou sob agitacdo por 1 h. Ao fim deste
tempo a solucdo foi filtrada em celite e as aguas-maes evaporadas a secura. O produto 56c¢ foi obtido na
forma de um 6leo castanho (144,0 mg) considerando-se um rendimento quantitativo.
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 10,24 (s, 1H, NH-2); 8,38-8,34 (m, 5H, NH-3,5); 8,27 (s, 2H,
CH-2); 7,75 (s, 1H, CH-4"); 6,91 (s, 2H, CH-2"); 6,64 (s, 2H, CH-4""); 4,41 (t, *Ju-4= 5,1 Hz, 2H, CH-
5); 3,88 (sl, 2H, CH-4).

4.5.7. Sintese de 2-(3-(4-(trifluorometil)fenil)ureido)etil 3,5-diaminobenzoato 56b

Num procedimento idéntico ao ponto 4.5.6.1 representativo da sintese de 56¢ em 4.5.6 foi utilizado:
ureia 53b (199,8 mg; 0,45 mmol), zinco em p6 (210,1 mg; 3,21 mmol), cloreto de aménio (168,1 mg;
3,14 mmol). Apds 1:30 h a reacdo estagnou e como tal foi adicionado mais de zinco em pé (67,8 mg;
1,04 mmol) e cloreto de aménio (56,5 mg; 1,07 mmol) e mantida em agitacdo por mais 30 min. Ao fim
de um total de 2 h a recdo foi parada e aplicado 0 método de purificagdo utilizado no ponto 4.5.6.1 da
sintese de 56¢. O produto 56b foi obtido na forma de um 6leo amarelo contaminado com acetato, no
entanto para se evitar a degradacdo da amina considerou-se um rendimento quase quantitativo (> 90 %).

NH,

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 9,06 (s, 1H, NH-2): 8,41-8,33 (m, 4H, NH-5""); 7,61-7,54 (m,
4H, CH-2°,3"); 6,90 (s, 2H, CH-2"); 6,64 (s, IH, CH-4""); 6,51 (s, 1H, NH-3); 4,28 (t, 3Jn.n= 5,2 Hz,
2H, CH-5); 3,46 (q, *Jn.+=5,2 Hz, 2H, CH-4).

4.5.8.1 Procedimento geral para a sintese dos trimeros 57b e 57¢

A uma solucdo de amina e DIPEA em THF (5 mL), a 0 °C, foi adicionado gota a gota uma solucéo de
2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 em THF (15 mL). Ao fim de 2 h de agitacdo a 0 °C a solu¢do foi
evaporada a secura e 0 método de purificacdo realizado de acordo com o especificado nas entradas
4581e458.2.

4.,5.8.1. Sintese de 2-(3-(3,5-bi(trifluorometil)fenil)ureido)etil 3,5-bi((4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-
illJamino)benzoato 57¢

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.5.8 foi tentada a sintese do composto 57¢ por duas
vezes, utilizando-se as quantidades de reagentes apresentadas na Tabela 4.7 Na 12 Tentativa, apds
evaporacdo do solvente procedeu-se a uma extragdo liquido/liquido com H,O e AcOEt, sendo a fase
organica seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada a secura obtendo-se um residuo que por *H
NMR verifica-se ndo ser o composto. Na 22 Tentativa, apds evaporacdo do solvente o residuo foi
solubilizado numa mistura de DCM, acetona e ciclohexano e a solugdo mantida a 0 °C por 2 h. Ao fim
deste tempo, o precipitado formado foi removido por filtragdo, as aguas-maes evaporadas a secura e 0
residuo obtido dissolvido numa mistura de DCM/ Acetona (10%) e filtrado em silica com este eluente.
O produto foi obtido na forma de um so6lido branco com uma pequena impureza contendo uma coloragdo
laranja intensa.

69



Tabela 4.7 Quantidades de reagentes utilizados para a tentativa de sintese do composto 57c, assim como o rendimento obtido
em cada tentativa

2,4,6-tricloro-1,3,5-

Tentativa Diamina 56¢ DIPEA triazina 34 1 (%)
142,0 mg; 0,2 mL; 148,4 mg; .
1 0,32 mmol 1,15 mmol 123,5 mg; 0,68 mmol )
145,6 mg; 0,11 mL; 81,6 mg; .
2 0,32 mmol 0,63 mmol 13,9 mg; 0,62 mmol 14

A

~
CI7T™ N2

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 11,44 (s, 2H, NH-3">"); 9,42 (s, 1H, NH-2); 8,14 (s, 3H), 8,04
(s, 2H) (CH-2°,2",4""); 7,75 (s, 1H, CH-4"); 6,68 (t, 3Jun= 5,1 Hz, 1H, NH-3): 4,38 (t, 3Jun= 5,1 Hz,
2H, CH-5); 3,50 (q, 3J1-4=5,1 Hz, 2H, CH-4).

4.5.8.2. Tentativa de sintese de 2-(3-(4-(trifluorometil)fenil)ureido)etil 3,5-bi((4,6-dicloro-1,3,5-
triazin-2-il)Jamino)benzoato 57b

Seguindo o procedimento geral apresentado em 4.5.8 foi utlizado: ureia 56b (0,1605 mg; 0,45 mmol),
2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 (326,7 mg; 1,77 mmol), DIPEA (0,20 mL; 148,4 mg; 1,15 mmol).

Ap0s evaporacdo da mistura reacional, o residuo foi dissolvido em acetona formando-se um precipitado
que foi filtrado e desprezado. As dguas-maes foram evaporadas a secura e o residuo obtido foi tentado
purificar por coluna cromatografica (Eluente: DCM/Acetona 0,2 até 10 %), ndo se conseguindo obter o
produto desejado.

4,5.9. Tentativa de sintese de 1-(2-((4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il)oxi)etil)-3-(4-fluorofenil)ureia
60a

A uma solucéo de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 em THF (5 mL), a 0° C, foi adicionado gota-a-gota
muito lentamente uma solucédo de ureia 52a e DIPEA, onde as quantidades de cada reagente podem ser
visualizadas na Tabela 4.8 Apos 2 h de agitacéo, a 0° C, a solugdo foi evaporada a secura e procedeu-se
de duas formas distintas para tentar purificar: (a) o residuo foi tentado recristalizar em AcOEt, sem
sucesso, foi entdo tentado recristalizar em acetona, sem sucesso, seguindo-se DCM, sem sucesso, e por
fim tentou-se recristalizar em DCM/ciclohexano, novamente sem sucesso (b) apds evaporagdo do
solvente da mistura reacional o residuo foi tentado purificar por coluna cromatografica (Eluente:
DCM/Acetona 0,2 até 10 %) sem sucesso.
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Tabela 4.8 Quantidades de reagentes utilizados para a tentativa de sintese de 60a, assim como o rendimento obtido em cada
tentativa

Tentativa Ureia 52a DIPEA 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34
" 100,3 mg; 22236;“”';9 1319 mg;
0,51 mmol 1,73 mmol 0,72 mmol
b 101,5 mg; g'gz rr?]'-f 146,1 mg;
0,51 mmol Mg, 0,80 mmol
0,52 mmol

3 Método de purificagdo empregue seguindo o método descrito em (a) ® Método de purificagdo empregue seguindo o método descrito em (b).

45.10. Tentativa de sintese de  1-(2-((4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il)oxi)etil)-3-(3,5-
bi(trifluorometil)fenil)ureia 60b

A uma solugdo de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina 34 (174,3 mg; 0,95 mmol) em THF (5 mL), a 0° C, foi
adicionado gota-a-gota muito lentamente uma solucéo de ureia 52¢ (94,5 mg; 0,30 mmol) e DIPEA (0,3
mL; 222,6 mg; 1,73 mmol). Ap6s 2 h de agitacdo, a 0° C, a solucdo foi evaporada a secura e o residuo
tentado purificar por coluna cromatografica onde foi utilizado como eluente a seguinte sequéncia: DCM
—DCM /Acetona 20 % até 50 % — Acetona — Acetona/MeOH 2 %. Nao foi conseguida a obtencéo
do produto desejado.

4.5.11. Tentativa de sintese de di-terc-butil (((6,6'-(1,3-fenilenbi(azadiil))bi(4-cloro-1,3,5-triazin-
6,2-diil))bi(azadiil))bi(etan-2,1-diil))dicarbamato 62

A uma solucdo de trimero 61 em 20 mL do solvente especificado na Tabela 4.9 foi adicionado N-Boc-
etilenodiamina 45 e DIPEA, sendo a solucdo deixada em agitacdo a t.a. durante 96 h. Ao fim deste tempo
0 s6lido formado foi filtrado e por *H NMR identificado como sendo o produto mono substituido 63.

Tabela 4.9 Quantidades de reagentes e solvente utilizados para a tentativa de sintese de 62, assim como o rendimento obtido
em cada tentativa

N-Boc-etilenodiamina

Tentativa 45 DIPEA Trimero 61 Solvente

0,08 mL; 0,11 mL; .

1 81,0 mg; 81,6 mg; glz‘é‘r‘nrr“n%l THF/DMF (10:1)
0,51 mmol 0,63 mmol '
0,08 mL; 0,11 mL; .

2 81,0 mg; 81,6 mg; Oggélmmrr?él Acetona
0,51 mmol 0,63 mmol '
0,10 mL; 0,11 mL; 99 6 ma:

3 101,2 mg; 81,6 mg; el mn?él Acetona/DMF (10:7
0,63 mmol 0,63 mmol '
0,09 mL; 0,11 mL; .

42 91,1 mg; 81,6 mg; Oggésmmngél DMF
0,57 mmol 0,63 mmol '

a) A 70°C durante 48 h, invésde 96 h a t.a..
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 7,81 (s, 1H, CH-3""); 7,40 (d, 3Ji.u= 8,0 Hz, 2H, CH-4",6");
7,23 (t, H= 8,0 Hz, 2H, CH-5""); 6,95 (d, H= 5,5 Hz, 1H, NH-1"); 3,13 (q, 3Ju.u= 5,5 Hz, 2H), 2,80 (t,
33un=5,5 Hz, 2H) (CH-2",3): 1,36 (s, 9H, CH-3).

4.5.12. Tentativa da sintese de tetraazacalix[2]arene[2]terc-butil (2-((1,3,5-trazin-2-il)Jamino)etil)
carbamato 65

A uma solucéo do macrociclo 64 (104,4 mg; 0,24 mmol) e Cs,COs (243,6 mg; 0,75 mmol) em DMF (7
mL) foi adicionado N-Boc-etilenodiamina 45 (0,22 mL; 222,6 mg; 1,39 mmol) e a mistura aquecida a
90 °C durante 48 h. Ao fim deste tempo deixou-se arrefecer a t.a. a qual ficou sob agitacdo por mais 40
h. Ao fim de 88 h totais, o solvente foi evaporado a secura e o residuo lavado vérias vezes com H-0.
Obteve-se um solido que por TLC se verificou néo estar puro. Este foi entdo parcialmente solubilizado
em AcOEt, na tentativa de concentrar um dos compostos, mas sem sucesso. As aguas méae foram entédo
evaporadas a secura e o residuo tentado purificar por cromatografia preparativa (2x 2:1
ciclohexano/acetona seguida por 1x 1:1 ciclohexano/acetona), sem sucesso.
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Figura A. 1 Espectro *H NMR do composto 35a, em DMSO-ds.
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Figura A. 7 Espectro ESI-MS em modo positivo do composto 35a. Diluicéo efetuada em MeOH/Acido Férmico (0,1 %).
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Figura A. 13 Espectro COSY do composto 35b, em DMSO-ds.
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Figura A. 14 Espectro FTIR do composto 35b, em KBr.
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Figura A. 23 Espectro 13C APT NMR do composto 36a,em DMSO-ds.
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Figura A. 25 Espectro HMBC do composto 36a,em DMSO-ds.

Figura A. 26 Espectro COSY do composto 36a,em DMSO-ds.
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Figura A. 28 Espectro ESI-MS em modo positivo do composto 36a. Diluigio efetuada em MeOH/Acido Formico (0,1 %).
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Figura A. 29 Proposta de fragmentagdo do composto 36a para os picos observados em ESI-MS.
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Figura A. 32 Espectro HSQC do composto 36b,em DMSO-ds.
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Figura A. 37 Proposta de fragmentagdo do composto 36b para os picos observados em ESI-MS.
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Figura A. 40 Espectro HSQC do composto 37a,em DMSO-ds.

98



Wavenumbers (cm-1)

}
ju— 1 o ] to
H i
§ :
S ; ¢ r20
M 0 0
_— ‘ é%%& : 40
P o 6 ;
“ 60
1}
L
. 80
: g
. F10 =
_ v F120
= 3 B i
= . g N § F140
i
- o | 160
¢ ° !
' N 180
H i
! § 200
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0 0.5 -1.0
£2 (ppm)
Figura A. 41 Espectro HMBC do composto 37a,em DMSO-ds.
SD_TJEJLIDE' 16:22 019 (GMT+01:00)
] V
75 (\ﬂ
N 704 A p.u|n| I| W
g ] M
E I
= . |
T T 2 k
5 ] g 2 w0 2
— o =1 il
£ e oo [ i b
= ] & 4
] . 2
1 2]
55 2 2
. 8
50}
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura A. 42 Espectro FTIR do composto 37a, em KBr.

99



Helatrve Abundance

e7521
834 847.13
77271
41605 50824 7127
438.40 53133 57551 61833 l A b b \J‘ L TE7.14 E3081 83284 50154 93268 96904 moamp
LIS L S B e e B e e e L e e s |
400 450 500 550 800 850 700 750 800 850 %00 %50 1000

miz

Figura A. 43 Espectro ESI-MS em modo positivo do composto 37a. Diluicio efetuada em MeOH/Acido Férmico (0,1 %).
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Figura A. 47 Espectro HSQC do composto 37b,em DMSO-de.
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Figura A. 48 Espectro HMBC do composto 37b,em DMSO-ds.
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Figura A. 49 Espectro NOESY do composto 37b,em DMSO-de.
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Figura A. 51 Espectro ESI-MS em modo positivo do composto 37b. Diluigéo efetuada em MeOH/Acido Férmico (0,1 %).
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Figura A. 53 Espectro *H NMR do composto 46,em DMSO-ds.
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Figura A. 54 Espectro 3C APT NMR do composto 46,em DMSO-ds.
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Figura A. 62 Espectro HSQC do composto 44a,em DMSO-ds.

109



NI}

' B o ) o ' Heo

. o . : . ‘ i 80

‘ . ) . o ‘ 100

‘ ‘ . B ‘ F120

- ¢ o F140

3 8 ' ‘ . 160

| . - ‘ ‘ " o 180

- . ‘ ' | | - | : ; . 200
——
90 85 80

£
g
7‘.5 7‘.0 6;.5 é.O 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 Z‘.S 2‘.0 1‘.5 1‘.0 0‘.5 (;.0 -!;.5
2 (ppm)
Figura A. 63 Espectro HMBC do composto 44a,em DMSO-ds.

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
f2 (ppm)

Figura A. 64 Espectro COSY do composto 44a,em DMSO-ds.

110



1115731 2018 (GMT+01.00) f——
] / Vad
80 \ /"’/ ~ AI i
] g \ I s A
] | Iﬂ |r v \\. A
70} \ | N A
\ \ Al 41|
] \ / | | | \f h
o 0] Y r I' I f""\ [ |
] —— \ Il
g 1\ /x e { In|| \ ~
S 50 - w . = g
= E \ / o \ f @ ‘| ]
E ] \ o/ 8 | [ i
7] \ | | - || o
c 40 Wi | | | o
m 1 Y = |l o
= ] w | | ed | =
P ] b I I
= 307 z M,/ f- =
1 ! || |‘ |I.II | o ]
20 ANE
10] Jm -
] g 8
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
Figura A. 65 Espectro FTIR do composto 44a, em KBr.
88735
BEE
sng
a5
807
757
707
5] 5829
a0
ERE
2
5 a5] 6753
&
407
257 ;832
209 89702
20]
153
03 2173
53 21422 R se0e 46052 45518 e 28
o3 17802 2821 | 6834 | L|| 28040 42822 l 51182 54595 EB5O4 61935 Al P, e0e19 sarre e 23331 w972
o L B

mz
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Figura A. 79 Espectro 3C APT NMR do composto 48b,em DMSO-ds.
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Figura A. 138 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢es de anido cloreto ao tubo contendo
o recetor 35a, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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equivalentes de cloreto adicionado.
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Figura A. 142 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido cloreto ao tubo contendo
o recetor 35b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 143 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 35b e cloreto,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 144 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido cloreto ao tubo contendo
o recetor 44a, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 145 Deslocamento dos protdes, da ureia de 44a, em fungéo dos equivalentes de cloreto adicionado.
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Figura A. 146 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 44a e cloreto,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 147 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢es de anido cloreto ao tubo contendo
0 recetor 36a, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 148 Deslocamento dos protdes, da ureia de 36a, em fungéo dos equivalentes de cloreto adicionado.
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Figura A. 149 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 36a e cloreto,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 150 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido cloreto ao tubo contendo
o recetor 43b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.

153



36b + Cl

0,9 A
0,8

0,6 adt ° °
0,5 A ®

0,4
0,3
02 | @ gm
0,1 |®m

® NH-Aromatico

Ad

AL® ] ] A NH-Alifatico

guum W CH-4

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Figura A. 151 Deslocamento dos protdes da ureia de 36b em funcdo dos equivalentes de cloreto adicionado.
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Figura A. 152 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacéo entre 36b e cloreto,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 153 Sobreposig&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido cloreto ao tubo contendo
0 recetor 44a, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.

37a + Cl

0.2
0,18
0,16 e
0,14 °
0,12 °
01 °
0,08 °
0,06 °

0,04
0,02
0

0,00 5,00 10,00 15,00
neq

Ad

® NH

Figura A. 154 Deslocamento do protdes da amida de 37a em funcéo dos equivalentes de cloreto adicionado.
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Figura A. 155 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 37a e cloreto,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 156 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido cloreto ao tubo contendo
o recetor 37b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 157 Deslocamento do protdes da amida de 37b em funcéo dos equivalentes de cloreto adicionado.
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Figura A. 158 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacéo entre 37b e cloreto,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 159 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido brometo ao tubo contendo
o recetor 35b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 160 Deslocamento dos protdes da ureia de 35b em funcéo dos equivalentes de brometo adicionado.
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Figura A. 161 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 35b e brometo,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.

N
A

7w

A

N

LU

it

89 88 87 86 8

T
83 82 81 80 79 78 77 76 75 f7.(4 7).3 72 7.1 37 3

T T
.6 3.5 3.4

T T
3.0 29 28 27 26

Figura A. 162 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido brometo ao tubo contendo

o recetor 37b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 163 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas vérias adi¢es de anido fluoreto ao tubo contendo
o recetor 35b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 164 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas vérias adi¢es de anio fluoreto ao tubo contendo
o recetor 37b, processo realizado em DMSO-de/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 165 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas vérias adi¢es de anido iodeto ao tubo contendo o
recetor 35b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 166 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas vérias adi¢Ges de anido dihidrogenofosfato ao
tubo contendo o recetor 35b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H.0 a 293 K.
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Figura A. 167 Deslocamento dos protdes da ureia de 35b em fungéo dos equivalentes de dihidrogenofosfato adicionado.
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Figura A. 168 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacéo entre 35b e

dihidrogenofosfato, assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website
http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 169 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido dihidrogenofosfato ao
tubo contendo o recetor 35a, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 170 Deslocamento dos protdes da ureia de 35a em funcéo dos equivalentes de dihidrogenofosfato adicionado.
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Figura A. 171 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 35a e
dihidrogenofosfato, assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website
http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 172 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas vérias adi¢es de anido hidrogenocarbonato ao
tubo contendo o recetor 35b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H.0 a 293 K.
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Figura A. 173 Deslocamento dos protdes da ureia de 35a em funcéo dos equivalentes hidrogenocarbonato adicionado.
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Figura A. 174 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacéo entre 35b e
hidrogenocarbonato, assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website
http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 175 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢es de anido hidrogenocarbonato ao
tubo contendo o recetor 35a, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 176 Deslocamento dos protdes da ureia de 35a em fungéo dos equivalentes de hidrogenocarbonato adicionado.
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Figura A. 177 Ajuste do modelo de interagdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 35a e
hidrogenocarbonato, assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website

http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 178 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adices de anido sulfato ao tubo contendo
o recetor 35b, processo realizado em DMSO-de/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 179 Deslocamento dos protdes da ureia de 35b em fungéo dos equivalentes de sulfato adicionado.
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Figura A. 180 Ajuste do modelo de interagdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interagdo entre 35b e sulfato,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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Figura A. 181 Sobreposic&o dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas varias adi¢Ges de anido nitrato ao tubo contendo o
recetor 35b, processo realizado em DMSO-ds/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 182 Sobreposicao dos varios espectros de *H NMR obtidos pelas vérias adi¢Ges de anido acetato ao tubo contendo
o recetor 37b, processo realizado em DMSO-de/ 0,5 % H20 a 293 K.
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Figura A. 183 Deslocamento do protdo da amida de 37b em fungdo dos equivalentes de acetato adicionado.

0.3 ppm
+ Proton 1

0.25 ppm
0.2 ppm
0.15 ppm
0.1 ppm
0.05 ppm

0 ppm

-0.05 ppm
0 0.5 1 15 2 25 3

Equivalent total [GlaoH]e

0.01 ppm
Proton 1 residuals

0.005 ppm
= 0 ppm

-0.005 ppm

-0.01 ppm
o 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Equivalent total [GlaH]e

Figura A. 184 Ajuste do modelo de interacdo 1:1 com os dados experimentais recolhidos da interacdo entre 37b e acetato,
assim como os residuos origandos por este ajuste. Ajuste efetuado através do website http://app.supramolecular.org/bindfit/.
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