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Resumo

Os compostos macrociclicos sdo compostos de origem natural ou sintética que de um
modo geral apresentam uma cavidade central hidrofila com atomos dadores eletronegativos e
uma estrutura exterior hidrofoba. Sdo uma classe de moléculas orgénicas que podem formar
complexos hospede-hospedeiro de forma seletiva. Estas caracteristicas permitem que estes
compostos tenham aplicagdes nas mais variadas areas.

A procura de compostos com atividade bioldgica para fazer face aos desafios crescentes
na saude é uma area da ciéncia em grande desenvolvimento. As propriedades fisico-quimicas
dos compostos macrociclicos permitem-lhes interagir de forma seletiva com diversas
biomoléculas, apresentando assim diversas aplicacbes como modelos bioldgicos, como
sensores, como veiculos de farmacos e até como agentes terapéuticos, entre outras.

O objetivo desta monografia é rever a utilizacdo dos compostos macrociclicos e as suas
aplicacdes bioldgicas, perceber o que tem sido feito até aos dias de hoje, bem como as
perspetivas para o futuro. Para tal foi realizada uma pesquisa bibliogréfica eletronica que
abrangeu contetidos publicados nos Gltimos 20 anos.

Atualmente, existem varias familias de compostos macrociclicos com aplicacGes nas
mais variadas areas. Este trabalho focou-se nos éteres de coroa, nos calixarenos e nos
pilararenos, compostos para 0s quais se encontraram na literatura um maior nimero de
aplicacdes bioldgicas. Estes compostos desempenham as suas funcgdes principalmente através
do reconhecimento seletivo de espécies hospede, nomeadamente com interesse bioldgico, que
sdo incluidas no interior das suas cavidades, permitindo assim a sua separacao e/ou transporte.

A evidéncia crescente das aplicacdes bioldgicas dos compostos macrociclicos indica o

seu potencial uso em varias areas, principalmente na da satde.

Palavras-chave: Eteres de coroa, calixarenos, pilararenos, compostos macrociclicos,

aplicagdes biologicas.



Abstract

Macrocyclic compounds are natural or synthetic compounds that generally have a
hydrophilic central cavity with electronegative donor atoms and a hydrophobic outer structure.
These are a class of organic molecules which can selectively form host-guest complexes. These
features allow these compounds to have applications in the most varied areas.

The search for compounds with biological activity to face the growing health challenges
Is an area of science in great development. The physicochemical properties of macrocyclic
compounds allow them to interact selectively with several biomolecules, thus presenting
several applications as biological models, as sensors, as drug vehicles and even as therapeutic
agents, among others.

The aim of this monograph is to review the use of macrocyclic compounds and their
biological applications, understand what has been done to date, as well as perspectives for the
future. For this, an electronic bibliographic search was carried out, covering content published
in the last 20 years.

Currently, there are several families of macrocyclic compounds with several
applications in different areas. This work focused on crown ethers, calixarenes and pillararenes,
compounds for which a greater number of biological applications have been found in the
literature. These compounds perform their functions mainly through the selective recognition
of guest species, namely with biological interest that are included inside their cavities, thus
allowing their separation and/or transport.

The growing evidence of the biological applications of macrocyclic compounds

indicates their potential use in several areas, mainly in health.

Keywords: Crown ethers, calixarenes, pillararenes, macrocyclic compounds, biological
applications.
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1 Introducao

A atividade bioldgica € uma area da ciéncia em grande desenvolvimento, uma vez que
para fazer face aos desafios crescentes na salde, a procura de novos compostos ativos
biologicamente € um objetivo importante em areas como a medicina e a farmécia.

Ao longo dos ultimos cinquenta anos 0s compostos macrociclicos sintéticos tém vindo
a ser estudados devido a sua semelhanca com compostos naturais presentes em sistemas
bioldgicos, como o anel de porfirina presente no grupo heme ou o anel corrina da Vitamina
B12, em que se observam complexos metélicos de ligandos macrociclicos. Os compostos
macrociclicos sintéticos possuem atomos de oxigénio de grupos éter, carbonilo e hidroxilo
como sitios ligantes. Estes compostos tém aplicacGes ou potenciais aplicacdes em diversas
areas, desde a bioquimica as ciéncias ambientais, passando pela quimica farmacéutica e pela
medicina. Algumas dessas aplicacGes sao como modelos artificiais para a compreensdo de
sistemas bioldgicos, como sensores, agentes de contraste em ressonancia magnética e veiculos
de farmacos, entre outras aplicacGes que irdo ser exploradas ao longo desta monografia.

Os compostos macrociclicos séo ligandos polidentados, naturais ou de origem sintética,
gue apresentam os seus atomos dadores incorporados numa estrutura ciclica. A sua capacidade
para formar complexos hospedeiro-hospede deve-se precisamente a sua estrutura ciclica, que
permite a formacao de uma cavidade central hidrofila de dimensGes bem definidas, com atomos
dadores eletronegativos e uma estrutura exterior hidrofoba e flexivel.

O interesse crescente neste tipo de compostos prende-se com a sua capacidade de
reconhecimento seletivo de certas moléculas ou ides. A sua elevada estabilidade, a capacidade
para alterar propriedades fisico-quimicas do seu hdspede, como a solubilidade, a baixa
toxicidade e a baixa imunogenicidade sdo outras das caracteristicas dos macrociclos sintéticos
que tém chamado a atencéo.

Dos varios compostos macrociclicos existentes, 0s mais estudados e,
consequentemente, que apresentam um maior nimero de aplicacfes bioldgicas sdo os éteres de

coroa, os calixarenos e os pilararenos, pelo que serdo os compostos abordados neste trabalho.



2 Objetivos

A presente monografia tem por objetivo a reviséo da literatura e apresentar o estado da
arte das aplicacOes bioldgicas de compostos macrociclicos de forma a descrever o que tem sido
feito até ao momento, bem como as perspetivas de futuro. Com este objetivo foi compilada a
informacdo considerada essencial, abrangendo os Gltimos vinte anos, através de uma pesquisa
bibliografica eletronica.

O trabalho tem inicio com uma introdugdo geral sobre os compostos macrociclicos,
sendo depois introduzidas cada uma das familias abordadas ao longo do trabalho.
Posteriormente, sdo descritas as aplicac@es bioldgicas mais relevantes destes compostos, bem
como exemplos dentro de cada familia. Em ualtimo lugar sdo apresentadas as principais
conclusdes resultantes deste trabalho, bem como as perspetivas para o futuro.



3 Métodos

Para a realizagdo deste trabalho intitulado “Aplicagdes bioldgicas de compostos
macrociclicos” foi efetuada uma pesquisa e andlise da literatura dos ultimos vinte anos
sobre o tema, recorrendo essencialmente a biblioteca do conhecimento online (Isi Web of
Knowledge). Outras bases de dados, como PubMed e ScienceDirect também foram
utilizadas. Para complementar a informacgdo obtida, foram ainda consultados alguns
capitulos de livros, bem como outro material cedido pela professora orientadora desta
monografia.

Ao longo da pesquisa, que decorreu de janeiro a agosto de 2022, foram usadas palavras
chave como macrocyclic compounds, biological applications, pillararenes, calixarenes e
crown ethers. Neste processo, selecionaram-se apenas 0s artigos mais interessantes para a
tematica abordada, dado o elevado numero encontrado, dando também atencdo a atualidade

dos mesmos.



4 Compostos Macrociclicos

4.1 Introducao

Um composto macrociclico é definido como um composto ciclico formado por nove ou
mais atomos (incluindo todos os heteroatomos) e com trés ou mais atomos ligantes. A estrutura
ciclica destes ligandos polidentados (de origem natural ou sintética), permite que formem
complexos hospedeiro-hospede.!?

O interesse pelos compostos macrociclicos sintéticos surgiu na década de 60 do século
XX, principalmente apo6s a publicacdo do trabalho de Pedersen, no final da mesma década,
sobre a sintese dos primeiros compostos macrociclicos — os éteres de coroa.>*

Como referido anteriormente, os compostos macrociclicos sintéticos, a semelhanca dos
antibidticos macrociclicos naturais, como a valinomicina (Figura 1), contém atomos de
oxigénio dadores de grupos éter, carbonilo e hidroxilo. Atualmente é possivel sintetizar, de
forma relativamente simples, uma grande variedade destes compostos, alterando o nimero total
de 4&tomos, bem como o nimero e o tipo de &tomos dadores. Assim, é possivel obter compostos
com diferentes propriedades e especificidades para diferentes moléculas, nomeadamente
biomoléculas. A introducdo de grupos funcionais também permite alterar as propriedades destes
compostos, bem como adicionar-Ihes novas funcionalidades.!®

A capacidade de complexacdo dos macrociclos € maior que a de compostos lineares
com os mesmos locais de ligacdo, uma vez que estes tém de alterar a sua conformacao durante
a formacdo do complexo. O anel do macrociclo permite que se atinja um nivel de pré-
organizacao estrutural tal que os grupos funcionais podem interagir ao longo de varios sitios de
ligacdo, sem uma grande perda de entropia. Desta forma, os compostos macrociclicos
apresentam-se extremamente potentes e seletivos. No entanto, estes ndo sdo compostos rigidos,
ao contrario, apresentam um equilibrio entre pré-organizagéo espacial e flexibilidade suficiente
para que se possam moldar a uma molécula alvo, maximizando os locais de ligagdo.*®

A possibilidade que estes compostos apresentam de alterar a dimenséo da cavidade do
anel, bem como a capacidade para formar complexos seletivos com pequenas moléculas
organicas e inorganicas e com ides metalicos, traduz-se num elevado nimero de aplicacdes.
Outras caracteristicas estruturais dos macrociclos que chamaram a atencéo sé@o a sua estrutura
simétrica, a capacidade de formar blocos de construcdo de dimensdes nano, a facilidade de auto-

agregacao e a possibilidade de funcionalizagéo, como referido anteriormente. A capacidade de



auto-agregacdo, bem como a capacidade de formar complexos hospede-hospedeiro sdo a base
da quimica supramolecular, em que entidades organizadas e complexas resultam da associacdo

de duas ou mais espécies quimicas unidas por forcas intermoleculares.*
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Figura 1 - Estrutura da Valinomicina.

Ao longo deste trabalho irdo ser abordados trés tipos de compostos macrociclicos, 0s

éteres de coroa, os calixarenos e os pilararenos (Figura 2) e por fim as suas aplicacGes
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Figura 2 - Estruturas quimicas dos compostos macrociclicos estudados nesta monografia.



4.2 Eteres de Coroa

Os éteres de coroa sdo poliéteres ciclicos que apresentam quatro ou mais atomos de
oxigénio separados por unidades etilénicas. Estes compostos, de formula geral (OCH2CH>)n,
apresentam uma estrutura formada por um anel hidrofébico que rodeia uma cavidade
hidrofilica. Estes compostos tém sido usados para formar estruturas supramoleculares e, desde
a sua descoberta, tém tido um grande interesse como agentes complexantes.3

Os éteres de coroa sdo a primeira geracdo de compostos macrociclicos e foram
descobertos por Pedersen em 1967, valendo-lhe o Prémio Nobel da Quimica em 1987.37 A
sintese do primeiro éter de coroa foi, no entanto, acidental. Enquanto tentava sintetizar o diol
linear 3, que Pedersen esperava que pudesse atuar como ligando para o ido vanadilo, realizou a
reacao representada no esquema 1. O reagente de partida foi um derivado do catecol, o 1,2-di-
hidroxibenzeno (1), em que um dos grupos hidroxilo estava protegido por um anel tetra-
hidropirano, de forma a impedir a sua reacdo. Porém, sem que Pedersen se apercebesse, 0
material de partida estava contaminado com algum catecol (2) livre. O produto resultante desta
reacdo foi uma mistura do composto pretendido juntamente com uma pequena quantidade do
éter de coroa 4, formado apenas com 0,4% de rendimento. Apesar da diminuta quantidade,
Pederson conseguiu isolar e caracterizar este subproduto.®

No que diz respeito a nomenclatura, Pedersen apercebendo-se da dificuldade que seria
utilizar anomenclatura IUPAC para nomear estes compostos, simplificou o processo utilizando
um nome que incluia apenas o nimero total de &tomos (primeiro nimero) e o nimero de a&tomos
de oxigénio (segundo numero) intercalados pela palavra coroa. Assim, por exemplo, o
1,4,7,10,13,16-hexaciclooctadecano é vulgarmente designado por 18-coroa-6 e o composto 4

por dibenzo 18-coroa-6.’
@Oh cl a v NaOH / Bu"OH OH HO
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Esquema 1 - Sintese do primeiro éter de coroa, dibenzo-18-coroa-6 (4). Esquema
adaptado da ref. 6.
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Este composto ciclico, formado por um anel de dezoito &tomos com seis de oxigénio e
com dois substituintes aromaticos apresentava-se sob a forma de cristais brancos,
aparentemente insolGveis em solventes hidroxilicos. Pedersen concluiu também que a
solubilidade deste composto em metanol aumentava na presenca de hidroxido de sodio,
percebendo assim a capacidade destes compostos para complexarem catides.®® Na continuagio
dos seus estudos, Pedersen concluiu que o ido potassio se encaixava no centro da molécula, o
que o levou a sintese de mais compostos relacionados para estudar as suas capacidades de
complexacdo. Concluiu que os compostos mais eficazes como agentes complexantes sdo 0s que
contém entre cinco a dez atomos de oxigénio no anel, separados por dois &tomos de carbono.?

Os éteres de coroa aromaticos sdo compostos cristalinos, insoliveis em agua e alcoois
a temperatura ambiente, mas sdo bastante soltveis em diclorometano e cloroférmio. Os éteres
de coroa saturados apresentam muito maior solubilidade em todos os solventes e sdo também
incolores. Podem ser liquidos viscosos ou s6lidos com baixo ponto de fuséo e sofrem reacdes
de substituicdo caracteristicas dos éteres, como a halogenacdo e a nitragdo e decompdem-se por
reagBes que causam cisao de éteres.®

A partir do trabalho de Pedersen, os éteres de coroa tornaram-se muito populares na
quimica de complexacgdo de catides A principal caracteristica destes macrociclos, e a que tem
atraido mais interesse, € a sua capacidade para complexar varias espécies quimicas,
nomeadamente sais e catides de metais alcalinos. Os a&tomos de oxigénio do anel estabelecem
interacdes ido-dipolo entre os seus eletrdes de valéncia e a carga positiva do catido complexado
(Esquema 2). Os catides organicos também podem ligar-se aos éteres de coroa, uma vez que 0s
atomos de oxigenio do anel podem funcionar como aceitadores de ligagdes de hidrogénio. Do
ponto de vista estrutural, podem comparar-se estes compostos a donuts, sendo que um catido
com a dimensdo adequada pode encaixar-se no interior do donut, para dar origem a um
complexo.” A possibilidade de sintetizar éteres de coroa com cavidades de diferentes tamanhos

permite que complexem de forma seletiva catides de varios tamanhos (Figura 3).*

Esquema 2 - Exemplo da complexacdo de um catido monovalente
com o 18-coroa-6



Como referido anteriormente, outra caracteristica importante dos éteres de coroa é a
possibilidade de funcionalizacéo. O objetivo principal no design de éteres de coroa é sintetizar
macrociclos que consigam discriminar diferentes tipos de espécies quimicas e biologicas.
Assim, variando o0 nimero e a natureza dos substituintes do anel pode modificar-se ndo s6 a sua
forma como as suas propriedades e seletividade para determinada espécie. Por fim, modificar
0 tipo, 0 numero e o arranjo de heteroatomos dadores também altera as propriedades destes
compostos. Esta possibilidade de funcionalizacéo levou a sintese de uma enorme variedade de
compostos derivados dos iniciais com diferentes seletividades para um elevado ndmero de

espécies hospede.*®
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Figura 3 - Estruturas quimicas de complexos éter de
coroa-catido metalico.

As propriedades dos éteres de coroa referidas anteriormente, bem como a possibilidade
de funcionalizacdo, permitem-lhes aplicac6es em diversas areas. Por exemplo, a analogia entre
a capacidade de ligacdo ao ido potassio do primeiro éter de coroa sintetizado e os complexos
metalicos de ionoforos como a valinomicina ou a nonactina, mostrou a importancia destes
compostos como modelos para estudos em processos bioldgicos, nomeadamente processos de
transporte de ides através de membranas. Estes compostos apresentam ainda aplicagdes como

catalisadores, como sensores e também aplicacdes biomédicas e farmacéuticas.®®



4.3 Calixarenos

Os calixarenos sdo uma familia de compostos macrociclicos que resultam da
condensacdo direta de fendis para-substituidos com formaldeido em meio béasico, como
representado no esquema 3. Estes compostos apresentam uma cavidade tridimensional que
pode acomodar moléculas hdspede, num processo de complexacdo hospedeiro-hdspede. O
numero de anéis aromaticos pode variar entre quatro e vinte, sendo que os calixarenos com
quatro a oito anéis sdo os mais comuns. O tamanho da cavidade macrociclica ird depender do

ndmero de anéis.>1°

OH"
+ HCHO n=4-20

OH

Esquema 3 - Sintese geral de calixarenos.

A historia dos calixarenos remonta ao final do século XI1X, quando Adolf von Bayer, ao
aquecer formaldeido com fenol, observou a formacao de um produto duro e resinoso que nao
conseguiu caracterizar. Esta situacdo foi retomada nos anos 40 e 50 do século XX com as
experiéncias de Zinke e Ziegler, que trataram fendis para-substituidos (p-alquilfen6is) com
formaldeido aquoso na presenca hidroxido de sodio. Obtiveram misturas de compostos com
elevados pontos de fusdo e reduzida solubilidade em solventes organicos, aos quais atribuiram
estruturas tetramericas ciclicas. Mais tarde, John Cornforth repetiu as experiéncias de Zinke
com dois fendis p-substituidos (o para-terc-butil e o para-terc-octil) tendo isolado em cada
caso um par de produtos com pontos de fusao distintos, o que o levou a concluir que se tratavam
de conformagdes diferentes dos tetrdmeros ciclicos.®°

No inicio da década de 70, David Gutsche foi o primeiro a considerar os tetrameros
ciclicos obtidos por Zinke como substancias contendo cavidades apropriadas para funcionar
como simuladores enzimaticos. Mostrou que a condensacéo direta de fendis para-substituidos
em meio basico levava a formacdo de misturas de oligdbmeros ciclicos com aneis de varios
tamanhos. A reacdo com o p-terc-butilfenol, o fenol mais estudado, permitia obter o tetramero

5, 0 hexamero 6 e o octamero 7.°
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A designagdo “calixareno”, proposta por Gutsche, deve-se a semelhanca entre a forma
de um vaso grego (calix crater) e 0 modelo molecular de um dos conférmeros do tetrdamero
ciclico. Desta forma, “calix” vem de vaso ¢ “areno” indica a presenga de anéis aromaticos. Para
adaptar o nome a outros oligébmeros ciclicos, o tamanho do macrociclo € indicado por um
numero entre paréntesis retos, inserido entre as palavras “calix” e “areno”. A natureza e a
posicao da substituicdo nos anéis aromaticos sdo indicadas por nimeros e prefixos apropriados.
Por exemplo, o tetramero 5 é designado por 5,11,17,23-tetra-terc-butil-25,26,27,28-
tetrahidroxicalix[4]areno ou simplesmente p-terc-butilcalix[4]areno.®

As percentagens dos calixarenos obtidos dependem das condi¢des experimentais, como
a razdo molar dos reagentes, a quantidade de base, o catido e a temperatura. Estas condicdes
foram desenvolvidas por Gutsche e colaboradores partindo do p-terc-butilfenol. Desta forma é
possivel obter com bons rendimentos calixarenos precursores com numero par de unidades
fenolicas. Os calixarenos analogos com numero impar de unidades fenolicas apresentam
rendimentos inferiores. Embora o p-terc-butilfenol seja 0 mais usado na sintese de calixarenos,
outros fendis como o p-terc-pentil e o p-terc-octil, também tém sido utilizados, embora com
rendimentos inferiores. Outros exemplos de reagentes utilizados nestas sinteses sdo fenois com
grupos n-alquilo de cadeia longa em posic6es para. Uma vantagem destes compostos reside na
relativa facilidade de sintese dos precursores, com bons rendimentos e recorrendo a reagentes
pouco dispendiosos.® 10

Em relacdo as propriedades fisicas, os calixarenos precursores (que contém grupos
hidroxilo livres) caracterizam-se por apresentarem elevados pontos de fusdo, serem insollveis
em agua e pouco sollveis na maioria dos solventes organicos. Os pontos de fusdo, geralmente
superiores a 300 °C, aumentam com o tamanho do anel e sdo menores nos compostos com

numero impar de unidades fendlicas. A baixa solubilidade em solventes organicos, embora

10



dificulte o seu isolamento, purificagéo e caracterizacdo ndo impede, contudo, as determinacoes
espetrais destes compostos. A solubilidade pode ser alterada através da introducdo de
substituintes nas coroas superior e/ou inferior dos calixarenos.®° Os calixarenos precursores
apresentam ligacbes de hidrogénio intramoleculares entre os grupos hidroxilo. Nos
calix[4]arenos estas ligacOes sdo bastante fortes, afetando a acidez daqueles grupos. Estes
compostos apresentam também elevada estabilidade térmica e quimica e reduzida
toxicidade. 1%

Estruturalmente, estes macrociclos apresentam uma cavidade tridimensional composta
por uma coroa superior formada pelos substituintes para (geralmente apontados para cima) e
uma coroa inferior constituida pelos grupos hidroxilo (apontados para baixo) (Figura 4). As
unidades aromaticas unidas por pontes metilénicas conferem a cavidade acentuada
hidrofobicidade. 0

R<—— Coroa Superior

<+—— Coroa Inferior

Figura 4 - Vaso grego (esquerda) e representacao esquematica de um calix[4]areno (direita).

Uma das particularidades dos calixarenos € a variedade de conformagdes que podem
assumir, sendo esta uma das suas propriedades mais interessantes. A inversdo das unidades
fendlicas em torno das ligagdes 6 das pontes metilénicas permite a formagdo de diferentes
isbmeros conformacionais, cujo nimero aumenta com as unidades que compdem o anel. Com
0 aumento do tamanho do anel, as conformagdes adotadas véo sendo progressivamente mais
planares. Esta inversdo pode ocorrer por intermédio da rotacdo da coroa superior ou inferior
através do anel. Os calix[4]arenos apresentam quatro conformacdes mais estaveis, denominadas
por Gutsche como cone, cone-parcial, 1,2-alternada e 1,3-alternada (Figura 5). Todos o0s
calixarenos com grupos hidroxilo livres sdo conformacionalmente flexiveis em solucédo e a

temperatura ambiente. %
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Cone Cone Parcial 1,2-Alternado 1,3-Alternado

Figura 5 - ConformagGes mais estaveis de calix[4]arenos. Figura adaptada da ref. 9.

Como referido anteriormente, os calixarenos tém capacidade para incluir diversas
espécies quimicas, mas ndo possuem cavidades rigidas. Assim, a funcionalizacdo nas coroas
superior e/ou inferior permite fixa-los numa determinada conformagcao, conferindo rigidez ao
macrociclo e originando compostos versateis com diferentes capacidades de complexagdo.®

Na coroa inferior, as reacGes possiveis sdo a esterificacdo e a eterificacdo, com a
substituicdo dos atomos de hidrogenio. Os grupos hidroxilo sdo excelentes plataformas para a
incorporacdo de outros grupos funcionais via reagfes com eletrofilos. As principais
funcionalizacBes realizadas nesta coroa sdo O-alquilacdes e O-acilagBes. E também possivel
formar pontes de hidrogénio estre dois grupos hidroxilo dando origem as chamadas calixcoroas
8. As modificacBes da coroa superior envolvem a remocdo do grupo terc-butilo da posicao
para. Neste caso, reacOes de substituicdo eletrofilica aromatica, como a halogenacao, a nitracao

e a sulfonagdo permitem a introducéo de novos grupos.®*!

A importéancia destes compostos reside na sua capacidade de complexacéo e transporte
seletivos de ibes (catibes, anides) e moléculas neutras. No estado liquido, os calixarenos
precursores ndo apresentam atividade ionoforica em relagdo aos catifes metalicos, sendo 0s
seus derivados, através da funcionalizagdo (principalmente) da coroa inferior, que se tornam

importantes moléculas hospedeiras. Assim, o tamanho, a conformacdo e a natureza dos
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substituintes na coroa inferior vao determinar a afinidade de cada derivado para um hdspede
alvo. Vérios calixarenos funcionalizados na coroa inferior tém sido sintetizados e estudadas as
suas propriedades complexantes. Os estudos revelaram que os calix[4], [5] e [6] arenos
contendo grupos éster mostram preferéncia pelos catiGes alcalinos relativamente aos alcalino-
terrosos. Dentro destes, os calix[4]arenos séo seletivos ao Na*, enquanto que os calix[5]arenos
preferem os catides K*, Rb*™ e Cs* e os calix[6]arenos tém preferéncia pelo catido Cs*. As
cetonas exibem as mesmas propriedades de complexacao, embora formando complexos mais
fortes. No que diz respeito as amidas, complexam fortemente, embora de forma menos seletiva,
tanto metais alcalinos como metais alcalino-terrosos. Por Gltimo, derivados de calixarenos
contendo &cidos carboxilicos formam complexos bem mais estaveis do que as respetivas amidas
com os metais alcalinos e alcalino-terrosos. Os calixarenos podem também complexar catides
de metais de transicdo, de metais pesados, de lantanideos e de actinideos. Complexos com
catibes organicos, como o aquilaménio e o guanidinio e com moléculas neutras como o
cloroférmio e hidrocarbonetos aromaticos tém também sido obtidos. A complexacao seletiva
de anides é mais complexa, mas tem sofrido um avanco notavel nos altimos anos. A introducéo
de unidades carregadas positivamente ou deficientes em eletrdes, resulta num aumento da
afinidade para os anides, mas também calixarenos neutros complexam seletivamente anides,
através de ligacBes de hidrogénio.®!!

A grande versatilidade dos calixarenos como agentes complexantes permite a sua
utilizacdo como catalisadores, como sensores, como estruturas modelo de sistemas bioldgicos,
como veiculos de farmacos e até como agentes terapéuticos. Por exemplo, a introducdo de
grupos polares permite a formacéao de macrociclos anfifilicos com uma cabeca hidrofilica e uma
cauda hidrofobica que se podem associar em micelas, vesiculas, lipossomas ou outros
agregados muito uteis no transporte de moléculas, nomeadamente de farmacos. O elevado

nimero de patentes registadas demonstra bem a sua importancia e utilidade.'3

4.4 Pilararenos

Os pilar[n]arenos sdo uma nova classe de compostos macrociclicos em forma de pilar,
constituidos por unidades de hidroquinona ligadas por pontes metilénicas na posicéo para (9).
A semelhanca dos calixarenos, o n representa o nimero de unidades aromaticas do macrociclo,

sendo os pilararenos com n =5, 6 e 7 0s mais comuns. 416

13



Estes compostos foram descobertos acidentalmente em 2008 por Tomoki Ogoshi e pela

sua equipa.’* Enquanto tentavam sintetizar novos polimeros fenélicos através da reagdo do

H
4 \'\ | (n=5,86,7)
H

1,4-dimetoxibenzeno com para-formaldeido na presenca de um &cido de Lewis, obtiveram o
pilar[5]areno, como produto secundario (Esquema 4). Descobriram entdo que alterando os
acidos de Lewis usados poderiam obter o pilarareno como produto principal, cujo rendimento

poderia ser aumentado alterando as proporcdes dos reagentes iniciais.®

OMe Acido de Lewis
OMe oM
Ui [ /N e
1,2-dicloroetano — CH2 ¥ CHZ
OMe OMe 5 OMe n
Polimero

Pilar[S]areno

Esquema 4 - Condensacéo do 1,4-dimetoxibenzeno e para-formaldeido com um acido de
Lewis. Esquema adaptado da ref. 16.

Para a sintese de pilar[5], [6] e [7]arenos foram desenvolvidas trés vias sintéticas
(Esquema 5)*°. A primeira é a condensacéo entre o 1,4-dialcoxibenzeno e o para-formaldeido
catalisada por um acido de Lewis. Na segunda, a condensacdo do 1,4-dialcoxi-2,5-
bis(alcoximetil)benzeno é catalisada pelo acido p-toluenossulfénico. Por fim, na terceira via, a
ciclooligomerizagéo de alcoois 2,5-dialcoxibenzilicos ou brometos de 2,5-dialcoxibenzilos é
catalisada também por um acido de Lewis.*®

A introducdo de grupos funcionais tem um efeito significativo na solubilidade e nas
capacidades de reconhecimento molecular e de auto-agregacdo dos pilararenos. Para a
funcionalizacdo destes compostos pode partir-se diretamente de reagentes com Varios
substituintes, como € o caso dos pilar[5]arenos substituidos com grupos alquilo. Outro método
para a funcionalizacdo de pilararenos baseia-se na modificacdo quimica dos anéis dos

precursores. A semelhanca dos calixarenos, os grupos hidroxilo providenciam uma boa
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plataforma para a funcionalizag&o. Por exemplo, a introdugéo de anides carboxilato em ambas

as coroas torna estes compostos sollveis em agua.*>*°

z R
Estratégia 1 o
~ para-formaldeido
/ \ - il
— Acido de Lewis
0 -
R R =alquil
Estratégia 2 [ w5
/N \
HyC —S04H 0
= H
- ﬁ 1/ \
— H
)
R' = alquil, benzil R Jn
Estratégia 3 R
: g 0 n=5867
/ \ Acido de Lewis )
— 4 R.. ‘

R R"=0H, Br

Esquema 5 - Trés vias sintéticas para a obtencdo de pilar[5], [6] e [7]arenos. Esquema adaptado da ref.
15.

Desde a sua descoberta, os pilararenos tém atraido imensa atencdo da comunidade cientifica,
encontrando-se entre 0s macrociclos mais estudados. Este interesse deve-se as vantagens que
apresentam em relacdo a outros hospedeiros macrociclicos, como sejam a sua forma em pilar,
a sua elevada simetria e rigidez, que os torna bastante seletivos, a facilidade de sintese e de
funcionalizagdo. Além disto, sdo também sollveis em solventes organicos, apresentando uma
cavidade hidrofdbica rica em eletrGes que pode atuar como recetor de moléculas deficientes em
eletrges. 1416

Os pilar[n]arenos podem ainda formar polimeros e estruturas supramoleculares e tém
sido usados nas mais variadas &reas como sejam sensores, nanomateriais e aplicacGes

biomédicas.*>16
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5 Aplicacdes Biologicas de Compostos Macrociclicos
5.1 Modelos Bioldgicos

Muitos processos bioldgicos essenciais tais como transporte através de membranas,
reconhecimento molecular, transducdo de sinal, biocatalise, armazenamento e processamento
de informacdo e reprodugdo baseiam-se em interagBes supramoleculares.® Enzimas, virus,
membranas e muitas outras estruturas com fungdes biologicamente relevantes constroem-se
essencialmente através de processos simples de auto-agregacdo. Como mencionado
anteriormente, é precisamente nas capacidades de reconhecimento molecular, bem como de
auto-agregacdo dos compostos macrociclicos que reside o seu maior interesse. Desta forma,
nos ultimos anos, estes compostos tém sido muito utlizados quer para estudar processos

bioldgicos, quer para mimetizar alguns destes processos.®

5.1.1 Transportadores Membranares

Os ides sadio, cloreto e potassio encontram-se entre os eletrélitos mais abundantes nos
fluidos bioldgicos e sdo essenciais para a regulacdo do pH, do potencial de membrana e do
volume celular dos seres vivos. Os canais i6nicos e o0s transportadores (ion6foros)
desempenham um papel crucial na comunica¢do quimica e elétrica da célula com o meio
extracelular (Figura 6). Desta forma, o transporte transmembranar de espécies carregadas é
crucial para a maioria dos processos bioldgicos, uma vez que estas espécies ndo se difundem
livremente, estando dependentes do bom funcionamento de proteinas de membranas
especializadas. As perturbacdes neste transporte tém impacto na homeostasia dos organismos

vivos, estando associadas a varias patologias.’
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Figura 6 — Representacdo esquematica do transporte de iGes mediado por ionéforo e por canais
idnicos através de uma membrana celular. Figura adaptada da ref.17.
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Para uma melhor compreensdo destes sistemas, bem como para a mimetizagdo do
transporte transmembranar, tém sido sintetizados varios transportadores artificiais baseados em
éteres de coroa.r”?° Liu et al'® realizaram estudos que sugerem o papel importante da estrutura
molecular na atividade de transporte dos canais ionicos. Para tal, sintetizaram alguns
compostos, entre 0s quais 0 composto 10 que reune quatro blocos de construcdo funcionais: um
benzo éter coroa, um grupo amida, um anel benzénico com um substituinte dietileno-glicol e
uma cadeia alquilica para funcionar como cauda hidrofébica. Estes grupos funcionais sao
habitualmente usados na construcéo de sistemas supramoleculares anfifilicos, uma vez que os
éteres de coroa e as cadeias alquilicas conferem o caracter anfifilico, o grupo amida providencia

as ligacGes por pontes de hidrogénio e o anel aromatico promove as interacdes .8
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Este composto apresentou uma atividade de transporte eficiente através de membranas,
com um valor de ECso 3 vezes inferior ao do composto 11, que continha um anel aromético
azobenzeno conjugado em vez do anel benzénico com um substituinte dietileno-glicol. Estes
resultados mostraram ser possivel desenvolver canais idnicos eficientes a partir de éteres de

coroa, através da manipulagdo das suas estruturas.*®
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Mais recentemente, éteres de coroa conjugados com tioureia mostraram-se tambem
eficientes no transporte de ides através da membrana, nomeadamente de Na*, K* e Cl e também
no simporte de NaCl. O composto 12 foi desenhado de forma a que a unidade de benzo-15-

coroa-5 fosse empregue para complexar e transportar Na* e K* e que 0s grupos tioureia
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complexassem e transportassem CI. A unidade de azobenzeno surge como espacador e

promove a lipofilia dos transportadores.®

N o
<N
12 " Jéj%omo

Outro estudo, onde foi usado o fulareno-Ceo funcionalizado com éteres de coroa, sugere
que a elevada seletividade de ligacdo dos éteres de coroa pode ser traduzida em transporte
seletivo através da membrana, o que pode ser utilizado para desenhar diversos tipos de
transportadores para diferentes aplicacdes (Figura 7). Os resultados obtidos mostraram que
estes compostos contendo éteres 12-coroa-4, 15-coroa-5, 18-coroa-6 e 21-coroa-7
transportavam seletivamente o Li*, o Na*, o K* e o par Rb*/Cs", com valores de ECso de 0,13,
0,47, e 0,40 uM e de —105 nM / 77 nM, respetivamente.?°

Figura 7 - llustracdo esquematica da influéncia dos éteres de coroa na seletividade do transporte através de
membranas. Fiaura adaptada da ref. 20.
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No que diz respeito aos calixarenos, Raston?! sintetizou o composto 13, um
calix[4]areno O-alquilado com substituintes n-octadecil. No estado sélido, as cadeias alquilicas
interligam-se formando bicamadas cristalinas com 33 A de espessura. A capacidade que este
composto apresenta para formar bicamadas sugere que calixarenos expandidos através das
coroas inferior e/ou superior apresentam o potencial de ser inseridos nas membranas bioldgicas,

formando canais permanentes.?

13

Um estudo de 2019?22 demonstrou a eficiéncia de transportadores baseados em
calix[6]arenos funcionalizados com grupos tioureia na coroa inferior (14 e 15), que transportam
ndo sé o ido CI~, como também fazem o co-transporte de pares idnicos como o PrNHsCI (Figura
8). Neste estudo verificaram que a presenca da cavidade do calixareno tem um impacto positivo
na taxa de transporte, quando comparado com transportadores sem cavidades. Demonstraram
também que o catido é transportado no interior de vesiculas. Os resultados obtidos com este
estudo abrem portas para o desenho de mais transportadores baseados em calixarenos para
compostos de aménia biologicamente relevantes, como as catecolaminas ou a lisina.??

Os calix[4]arenos também tém sido bastante utilizados no desenvolvimento de
transportadores membranares? e, recentemente foi desenvolvido um transportador membranar
(Figura 9) baseado num calix[4]-coroa-5, na conformacao 1,3-alternado (16).2* Os hospedeiros

iGnicos baseados neste composto mimetizam as propriedades de reconhecimento e
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14X=0,aR=H,bR=CFs 15b>PrNH-CI
15X =S,aR=H,bR=CF3

Figura 8 - a) Estrutura dos calixarenos usados. b) Modelo molecular do complexo
formado entre 0 15b e o PrNH3Cl, com o Cl ligado as tioureias € 0 PrNH3* na cavidade do
calixareno. Figura adaptada da ref. 22.

ligacdo da valinomicina e dos canais i6nicos do ido K*, juntando os dois mecanismos de ligacdo
num sé transportador. A valinomicina apresenta uma estrutura rigida e forma uma cavidade
com o tamanho ideal para complexar o ido Na* com maior afinidade do que para complexar o
ido K*. Por seu lado, 0 mecanismo de selecdo dos canais de K* baseia-se em fatores cinéticos,
que permitem que os ides sejam transportados a velocidades diferentes. Neste caso, além da
carga e do raio do ido, a facilidade de dessolvatacdo do ido contribui para a seletividade do
canal ionico para esse mesmo ido. Os estudos mostraram que hospedeiros deste tipo apresentam
uma seletividade para o par K*/Na* muito superior a da valinomicina e de outros transportadores

sintéticos, conseguindo discrimina-lo de outros pares idnicos com muita eficiéncia.

16

Figura 9 — Modelo molecular do transportador baseado no composto 16. Figura
adaptada da ref. 24.
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A semelhanca dos compostos macrociclicos anteriores, os pilararenos apresentam
aplicacbes como transportadores transmembranares. O pilar[6]areno 17 (Figura 10) foi
conjugado com moléculas de azobenzeno 18 para formar canais i0nicos sintéticos ativados pela
luz, a semelhanca dos canais de rodopsina. Outra caracteristica importante dos compostos
macrociclicos e bastante util na sintese de canais i6nicos ou recetores membranares € a sua
capacidade para formar ligacOes reversiveis com o seu hdéspede. Desta forma, podem ser
utlizados para alterar a carga do interior do canal i6nico, o que é 0 ponto chave do transporte
seletivo de iGes. No estudo em questdo, estimulos luminosos promoviam a formacgédo de
complexos de inclusdo entre o pilarareno e 0 azobenzeno ou a sua dissociacao, alterando assim
a carga do canal e consequentemente a sua afinidade para catiGes ou anides. Desta forma, a
irradiacdo com luz visivel promovia a formacdo dos complexos de inclusdo, tornando o canal
seletivo a catides devido a carga negativa do pilarareno. Por outro lado, a irradiacdo com luz
UV promove a dissocia¢do do complexo e as cargas positivas das unidades de azobenzeno, que

se situam a superficie do canal, conferem seletividade para os anides.?

+
NH, O

é:o ._‘ .
Jr\’:}cm il
&N _
Oig 5| D_N“"N—{L}ﬁo
“1 Br :

ol

o NH':'
17 18

N NH,

Figura 10 - Representacdo esquematica e estrutural do pilar[6]areno 17 e azobenzeno. Figura
adaptada da ref. 25.

5.1.2 Simuladores/Catalisadores enzimaticos

As enzimas possuem naturalmente locais de ligagdo ao substrato, essenciais a formacao
do complexo enzima-substrato de forma a ultrapassar a energia de ativacéo necessaria a reacao
catalitica. Estes locais de ligacdo formam-se quando os péptidos se rearranjam em
conformacOes que se assemelham a cavidades que sdo espacialmente complementares aos
substratos. Os compostos macrociclicos sintéticos por apresentarem as propriedades de

reconhecimento e ligacdo ao substrato, providenciam na sua cavidade excelentes plataformas
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para reacOes cataliticas altamente eficientes e seletivas. Além disso, as possibilidades de
funcionalizagdo destes compostos permitem que mimetizem os sitios ativos de muitas enzimas
naturais.?® Estes compostos apresentam também a capacidade de inibir ou ativar enzimas, o que
representa potenciais aplicacdes biomédicas e farmacéuticas (que serdo abordadas mais a frente
nesta monografia), uma vez que a regulacdo enzimética podera ter impacto, por exemplo, na
atividade microbiana e na libertagdo de farmacos.?1’

O estudo de éteres de coroa para mimetizar enzimas nio € recente,?’ como € o caso do
composto 19, um 18-coroa-6 funcionalizado com dois grupos tiol, que é usado como um modelo
enzimatico para a sintese de péptidos. Este composto providencia locais de ligacdo para os iGes
amonia e para os ides metalicos e dois locais de reagdo com os substratos, os dois grupos tiol.
Neste modelo, o crescimento da cadeia peptidica faz-se recorrendo a formacdo de um complexo
entre o éter de coroa e 0 aminoacido. Reacdes sucessivas de tiolise e aminodlise intracomplexo,

formam as ligacdes peptidicas, promovendo a formacéo da cadeia peptidica.?’
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Mais recentemente as azacoroas, uma classe de éteres de coroa em que alguns 4&tomos
de oxigénio foram substituidos por &tomos de azoto, tém tido especial destaque na mimetizacao
de metaloenzimas, uma vez que formam complexos bastante estaveis com ifes metalicos.
Embora ainda se encontrem limitacbes na sua utilizacio como enzimas artificiais,
principalmente pela dificuldade de sintese, na literatura encontram-se varias referéncias a
azacoroas como hidrolases, enzimas que desempenham papéis cruciais nos sistemas biologicos,
como é o caso dos compostos 202 e 21%°, Os resultados obtidos mostraram que estes complexos
exibem atividade catalitica favordvel na hidrolise de acidos nucleicos, ésteres fosfato e
proteinas, entres outros. Demonstrou-se também que o sinergismo entre 0s grupos funcionais e
0 ido metalico é crucial para o design de hidrolases baseadas nestes complexos.?82
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No que respeita aos calixarenos, existem também varios estudos sobre a sua capacidade
de mimetizar enzimas. Gutsche, nos anos 70 e Ungaro®® mais tarde verificaram que
calixarenos covalentemente ligados a atomos de azoto podiam coordenar-se com metais de
transicdo, conseguindo formar metaloenzimas artificias. Num estudo de 2006,%' pegando
naquela abordagem inicial, os autores criaram um modelo de uma metaloenzima formando um
complexo ternério entre um calix[4]areno substituido com grupos sulfonato na posic¢éo para,

uma molécula hdspede e um ido metélico (Figura 11).
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Figura 11 - Processo de auto-agregacdo de um modelo de metaloenzima. Figura adaptada
da ref. 31.

Neste complexo, a molécula hdspede estabelece ligagcdes hidrofébicas com o hospedeiro
e 0 metal forma interacdes eletrostaticas com as cargas negativas na entrada da cavidade do
macrociclo. A molécula hospedeira promove ainda a ligagcdo entre a molécula hdspede e o ido
metalico, reforcando a estabilidade do complexo. Finalmente, ocorre a reagdo quimica
pretendida com o grupo funcional da molécula hospede, catalisada pelo ido metalico.3!

Outro exemplo reportado na literatura demonstra a capacidade de calix[4]arenos
substituidos com grupos imidazol como o composto 22, ou triazol como o0 composto 23, para

mimetizar a enzima aciltransferase na hidrolise de p-nitrofenil ésteres.>?

22 R=H,R;=t-bu, R,= —H:C—-N
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23 R=H,R;=t-bu, R, = —H;C-N
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Neste caso, um &tomo de azoto protonado dos residuos de imidazol ou de triazol liga-se por
pontes de hidrogénio ao substrato que sofre um ataque nucleofilico do outro 4&tomo de azoto
ndo protonado, resultando na hidrolise do éster (Esquema 6). Os resultados obtidos mostraram
que os calixarenos substituidos com grupos imidazol sdo mais eficientes a mimetizar a atividade

da aciltransferase do que os calixarenos que contém grupos triazol.

)?\ Aciltransferase
o) —®» 0N OH

O N

Esquema 6 - Reacdo catalisada pela aciltransferase (em cima). Representacdo do possivel mecanismo
de hidrolise de ésteres catalisada pelos compostos 22 e 23 (em baixo). Esquema adaptado da ref. 32.

Vérios estudos mostram também a potencial aplicacdo dos pilararenos como
catalisadores ou como enzimas artificiais. Os compostos 24 e 25 (Figura 12) promovem a
hidrolise de hidrazonas. Estes compostos sdo pilar[5] e [6]arenos respetivamente,
funcionalizados com grupos carboxilicos nas coroas. Nestes casos, demonstraram que os efeitos
cataliticos dependiam dos tamanhos das moléculas hospede e hospedeiras e que a distancia
entre as coroas e o0 grupo hidrazona afetava a reatividade. Ficou também demonstrado que a
estabilizacdo eletrostatica do substrato protonado acelerava a reagio.*®

Um outro exemplo é o do pilar[5]areno 26 funcionalizado com grupos imidazol, que
promove a hidrolise de ligagdes fosfodiester de compostos como o bis-2,4-dinitrofenil fosfato
(27), o fenil 2,4-dinitrofenil fosfato (28) e o etil 2,4-dinitrofenil fosfato (29).3* A hidrolise
desta ligacdo realiza-se através de um ataque nucleofilico dos residuos de imidazol, no

complexo hospede-hospedeiro, com a expulsdo do grupo abandonante (2,4-dinitrofenolato) no
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Figura 12 - Hidrdlise de hidrazonas utilizando os pilar[5] e [6]arenos 24 e 25, respetivamente. Figura
adaptada da ref. 33.

exterior da cavidade do pilarareno e com a formacdo de fosfato 2,4-dinitrofenil e de
fosforoamidatos, os quais regeneram o catalisador. Este pilar[5]areno apresenta elevada
seletividade bem como um elevado efeito catalitico na clivagem desta ligacéo, que é acelerada
por um fator de 10*. Sabendo da importancia da transferéncia do grupo fosfato na maioria dos
processos bioldgicos, este composto apresenta-se como um bom modelo enzimatico para

aplicacdes futuras.®*
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5.2 Sensores

A detecdo de moléculas biologicamente relevantes tem atraido bastante atengdo na
quimica supramolecular. Nas ultimas décadas tem-se observado um interesse crescente no
desenvolvimento de novos métodos para a detecdo de espécies quimicas, nomeadamente
através de sensores. Neste contexto, sensor, designa a espécie quimica que interage com o
analito. A interacdo do analito com o sensor da origem a uma forma de energia (transducao de
sinal) mensuravel baseada em métodos espetroscdpicos ou eletroquimicos. De acordo com 0
mecanismo de transducédo de sinal envolvido, os sensores podem classificar-se como sensores
6ticos, eletroquimicos, de ressonancia magnética ou fluorescentes.®

Por apresentarem estruturas moleculares particulares e possuirem seletividade para ides
envolvidos em processos biolégicos a nivel de reconhecimento molecular, 0os compostos
macrociclicos sdo sensores promissores nas areas da biologia e da medicina. 16es como o sédio,
0 potéssio, o calcio e 0 magnésio estdo envolvidos em processos bioldgicos tais como a
regulacdo da atividade celular, a transmissdo de impulsos nervosos e a contracdo muscular,
entre outros, pelo que a sua detecdo e monitorizacdo é de extrema importancia. Em medicina é
importante monitorizar o nivel de certos ides ou de outras espécies, uma vez que as suas
concentracdes se relacionam com determinadas patologias. Também € importante controlar os
niveis de alguns i6es em doentes sujeitos a determinados tratamentos, como é o caso de doentes
sujeitos a tratamento com litio.>®

Os quimiossensores fluorescentes sdo utlizados no reconhecimento molecular, uma vez
gue sdo muito sensiveis e faceis de usar. A afinidade do composto macrociclico para o analito
a detetar pode extinguir (quenching) ou potenciar a emissao de fluorescéncia de determinado
fluoréforo, conforme esteja ou ndo ligado ao mesmo. Sistemas compostos por fluoréforos
ligados a éteres de coroa podem ser utilizados como sensores para ides metalicos, anides e
biomoléculas, podendo ser empregues para entender determinados processos bioldgicos in
vivo.®>%" Por exemplo, o composto 30, que consiste num benzo-18-coroa-6 ligado a uma
unidade boro-dipirrometeno, apresenta um aumento na intensidade da emisséo de fluorescéncia
apos a adicdo dos ides sodio e potassio, em metanol. Além de iGes como o sddio, o potassio, 0
mercurio, entre outros, os éteres de coroa também detetam biomoléculas, como por exemplo a
glutationa, importante antioxidante, amplamente distribuida na maioria dos tecidos dos seres

vivos ou a saxitocina, uma toxina com profundo impacto ambiental e econdmico.®’
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Um outro exemplo de sensor baseado em éteres de coroa é o de um sensor eletroquimico
utilizado num sistema de testes rapidos para monitorizar as concentra¢des seroldgicas de Li".
Neste caso, 0 6,6 -dibenzil-14-coroa-4 (31) deteta o litio com boa sensibilidade e elevada

seletividade em relagdo a outros ides como 0 s6dio, 0 potéssio e o calcio.

Relativamente ao uso dos calixarenos, como sensores, um exemplo é a detecdo de
colesterol por fluorescéncia através de compositos de p-sulfonatocalix[4]arenos (32), na
presenca de rodamina 6G (33).%8 Estes compoésitos diminuem a intensidade da emissdo de
fluorescéncia da rodamina 6G, na auséncia de colesterol. No entanto, esta aumenta
significativamente ap0s a adigdo de colesterol, uma vez que estes compdsitos apresentam maior
seletividade para o colesterol, desligando-se da rodamina, que volta a emitir fluorescéncia
(Figura 13). Este resultado indica uma forte interagé@o entres estes compositos de calix[4]arenos
e o colesterol. A formacdo de complexos com o colesterol permite a detecdo desta molécula em

vérias concentraces até um limite de 109 uM.3®

| ] j
OH OH QoH HO

32 27 Rodamina 6G



-
J
— ‘

Intensificacdo

L
Q Extincdo

‘ Rodamina 6G . Compositos de u Colesterol
Calix[4]arenos
Fonte de Luz . Rodamina com emissao de fluorescéncia reduzida

Figura 13 - llustragdo esquematica da extincdo da fluorescéncia da Rodamina 6G por compdsitos de
calix[4]arenos e intensificagdo da mesma na presenca de colesterol. Figura adaptada da ref. 38.

Os calixarenos podem também ser aplicados na detecdo de proteinas.*“° Por exemplo,
os derivados de calix[4]coroa-5 (33a e 33b) apresentam um par de eletrbes livre que pode
facilmente ligar-se ao ido amonio, presente nos aminoacidos que constituem as proteinas. A
presenca de varios grupos amina nas proteinas, bem como a possibilidade de complexacédo
levou ao desenvolvimento de chips de proteinas. Neste processo, é importante imobilizar as
proteinas numa fase sélida, sem que percam a sua integridade estrutural e, consequentemente,
a sua atividade. Um destes exemplos € a criagdo de uma monocamada dos compostos 33a e 33b
numa lamina de vidro para a dete¢cdo com elevada sensibilidade do biomarcador tumoral PSA
(Antigénio Especifico da Préstata). Esta técnica pode ser também utilizada para a construcdo
de chips de DNA que podem ser utilizados para a detecdo de outros marcadores tumorais ou de

virus, por exemplo.*®

33a 33p OHC OHC CHO CHO

Os sensores também podem ser utilizados para monitorizar reacfes enzimaticas em
tempo real, como é o caso de um sistema indicador composto pelo composto 17, um
pilar[6]areno hidrossolivel e um corante aromatico fluorescente, o laranja de acridina (34)

(Figura 14).*! Quando ocorre a complexacio entre o pilarareno e o laranja de acridina, a sua
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emissdo de fluorescéncia é inibida e a cor que apresenta em solugdo passa de amarelo a
vermelho. Este sistema foi utilizado como sensor de compostos de colina e, posteriormente,
utilizado para monitorizar a reacdo catalisada pela colina oxidase. Esta enzima é responsavel
por regular o equilibrio osmotico celular, mantendo os niveis de aminas organicas solGveis em
agua, oxidando os compostos de colina a betaina aldeido. O pilar[6]areno utilizado apresenta
uma maior afinidade para os compostos de colina do que para o laranja de acridina, observando-
se uma mudanca da cor da solucdo com a adi¢do dos compostos de colina, bem como um
aumento da fluorescéncia, uma vez que o corante ao deixar de estar complexado, volta a emitir
fluorescéncia. Ao contrario da colina, a betaina aldeido ndo é complexada pelo pilar[6]areno.
Desta forma, durante a reacdo catalisada pela colina oxidase, a medida que a colina € oxidada
e se forma betaina, € possivel observar uma diminuicdo da fluorescéncia, permitindo

monitorizar o processo (Figura 15).4
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Figura 14 — Representacdo esquematica e estrutural do laranja de acridina (34) e do pilarareno 17.
Figura adaptada da ref. 41.
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Figura 15 - Reagdo catalisada pela colina oxidase e o complexo enzimatico usado para a sua
monitorizagéo. Figura adaptada da ref. 41.
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5.3 Separacdo de Biomoléculas

Os compostos macrociclicos podem também ser utilizados para separar ou extrair
moléculas ou ides de interesse bioldgico.

Um exemplo é a utilizacdo de éteres de coroa na separacdo de enantiomeros com
atividade biologica ou farmacéutica por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os éteres de
coroa sdo utilizados como constituintes da fase estacionaria quiral e podem ser aplicados na
separagdo de enantibmeros contendo um grupo amina primario, uma vez que formam
complexos com ides amdnia. Estes sistemas tém sido utilizados na separacao de varios tipos de
compostos, desde aminoacidos a farmacos, como é o exemplo dos antibidticos quinolonas.*?-
Um exemplo é o composto 35, um derivado do 18-coroa-6 utilizado na preparacdo de uma fase
estaciondria quiral para a separacdo enantiomérica de arilalquilaminas e de ésteres de a-
aminoacidos. Os autores verificaram que a capacidade de resolucdo do derivado de éter de coroa
aumentava com a inser¢do de uma unidade de acridina ou derivados, uma vez que torna o

composto mais rigido.*?

A adsorcdo de proteinas em matrizes solidas tem atraido bastante atencdo. A
imobilizacéo de calixarenos em suportes solidos, maioritariamente silica, é essencial para a sua
aplicacdo na separacdo e purificagdo de proteinas. Um destes exemplos € a utilizagdo de um
calix[4]areno tetrasulfonado 32 ligado a microesferas de silica para produzir um adsorvente
solido de proteinas (Esquema 7).* O elevado numero de sitios de ligagdo aliado a grande
especificidade conferida pelo calixareno resultou numa elevada eficiéncia na adsorcéo e captura
do citocromo c e da lisozima. Os autores conseguiram demonstrar a aplicacdo pratica desta

matriz, ao isolar lisozima da clara do ovo e o citocromo ¢ do coragio de porco.*
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Esquema 7 - Representacao esquematica da preparacdo de calix[4]arenos tetrasulfonados (32) ligados a
microesferas de silica. Esquema adaptado da ref. 45.

Um outro exemplo baseado também em calixarenos, € a sua utilizacdo para extrair
moléculas bioativas de produtos naturais. Os compostos naturais tém recebido cada vez mais
importancia, dai a necessidade de desenvolver métodos para a sua extracdo e isolamento mais
eficientes e com elevada seletividade. As caracteristicas quimicas e estruturais destes
compostos permitem que atuem como recetores sintéticos de determinadas biomoléculas,
possibilitando, no entanto, que estas mantenham a sua estabilidade, atividade e
enantioseletividade.*®

Num estudo de 2016,%® os autores desenvolveram um método de extracdo baseado em
interacbes hospede-hospedeiro entre o p-terc-butilcalix[6]areno (6) e moléculas como
aminoacidos e pequenos péptidos, permitindo a sua extracdo de misturas complexas de duas
plantas medicinais. As moléculas foram posteriormente identificadas e as interacdes entre o
calixareno e as biomoléculas foram demonstradas por microscopia eletrénica de varrimento. Os
autores compararam um método tradicional de extracdo de aminoacidos de extratos naturais e
0 método utilizando o derivado de calixareno e os resultados mostraram que este € mais rapido,
mais simples de aplicar e apresenta menos problemas de interferéncia. O macrociclo em estudo
consegue acomodar aminacidos e até pequenos péptidos na sua cavidade. Os resultados obtidos
sugerem que a incorporacao das biomoléculas na cavidade do calixareno estudado se deve ao
tamanho da cavidade, bem como a sua compatibilidade e seletividade para a molécula hdspede,
justificando que estes compostos devam continuar a ser investigados e desenvolvidos para

aplicacdo nesta area.*®
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No que diz respeito aos pilararenos, nomeadamente o pilar[6]areno com substituintes
carboxilicos (17), a sua afinidade para o herbicida paraquat é de tal modo elevada que lhe
permite, de forma bastante eficiente, diminuir as concentragdes de paraquat livre e reduzir a sua
toxicidade ao nivel celular. Desta forma, estes compostos apresentam uma potencial aplicacédo

na desintoxicacéo celular.*’

+// T \+
Paraquat

Embora o reconhecimento enantiomérico seletivo por pilararenos planares quirais,
como é o caso do composto 36,*® ja tenha sido reportado, ao contrario dos éteres de coroa, ndo
conseguem ainda separar 0s enantiomeros correspondentes. Desta forma, € necessario continuar

a desenvolver materiais de resolucéo quiral baseados em pilararenos.*8

5.4 Aplicacbes Biomédicas

As inimeras aplicagfes biomédicas das ciclodextrinas, macrociclos naturais
constituidos por oligossacaridos unidos por ligagdes a-1,4 glicosidicas, inspiraram 0
desenvolvimento de outros macrociclos para aplicacdo naquela area, como os éteres de coroa,
os calixarenos, e os pilararenos. Embora o uso clinico destes macrociclos néo esteja ainda
implementado, os estudos realizados até ao presente indicam o potencial destes compostos para

aplicacdes biomédicas.*?
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5.4.1 Sistemas de Libertacdo de Farmacos

Um sistema de libertacdo de farmacos é definido como uma formulacdo ou um
dispositivo que permite a introducdo de uma substancia terapéutica no organismo e melhora a
sua eficécia e seguranca ao controlar a sua velocidade, tempo e local de libertacdo. Este processo
inclui a administracdo do farmaco, a libertagdo da substancia ativa e o subsequente transporte
através das membranas até ao local de acio pretendido.*®

A atividade da substancia ativa depende de propriedades fisico-quimicas tais como a
solubilidade, a lipofilia, a permeabilidade e a carga, entre outras. No entanto, para que
mantenham a estabilidade e consequentemente a atividade no interior do corpo, é preciso
proteger estas moléculas.***° O interesse em utilizar macrociclos na libertagio de farmacos
prende-se com a sua capacidade de formar complexos hdspede-hospedeiro, bem como
estruturas supramoleculares, assegurando a estabilidade do farmaco complexado e melhorando
outras propriedades, como a sua solubilidade. Estes sistemas permitem também diminuir alguns
efeitos secundarios dos farmacos uma vez que possibilitam que estes sejam libertados nos locais
de acdo pretendidos.*** Adicionalmente, as estruturas rigidas destes compostos apresentam
vantagens sobre estruturas lineares no que respeita a permeabilidade membranar, estabilidade
metabolica e farmacocinética. Todas estas caracteristicas melhoram a estabilidade, a
biocompatibilidade, a capacidade de transporte do farmaco, bem como a permeacéo tecidular
dos sistemas de libertacdo de farmacos. Atualmente existem varios compostos macrociclicos
com capacidade para atuar como sistemas de libertacdo dos mais variados tipos de farmacos,
como anti-hipertensores, citotoxicos e antibioticos, entre outros.*%>

Formulagbes vesiculares, como lipossomas, desempenham um papel importante na
libertacdo e transporte. Estes sistemas podem transportar farmacos hidrofilicos por
encapsulacdo na fase aquosa ou farmacos hidrofébicos por intercalagdo dos mesmo nos
dominios hidrofobicos. Em 1980 sintetizaram-se vesiculas esféricas a partir de azacoroas, como
0 composto 37, sendo este um passo importante para a utilizagcdo destes compostos como

sistemas de libertagdo de farmacos.>*
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A partir dai tém sido sintetizados éteres de coroa com o objetivo de formar lipossomas
ou niossomas (lipossomas ndo iénicos) para atuarem como veiculos de farmacos. Um exemplo
¢ 0 N-hexadecanoil-2-aminometil-15-coroa-5 (38) usado como um sistema de libertacdo
controlada, sensivel a um catido. Neste sistema o éter de coroa é combinado com colesterol para
preparar niossomas que encapsulam a rodamina B, um marcador fluorescente. Os autores
mostraram que a libertacdo do marcador dos niossomas aumentava na presenca do ido calcio,

mantendo-se, no entanto, inalterada na presenca do i&o sodio.**

0
QOMO'Z/H\H/\/\/\/\/\/\/\/C%

O

38

Estas descobertas sugeriram que era possivel utilizar a capacidade de formacdo de
sistemas micelares dos éteres de coroa, aliada a sua capacidade de complexacdo seletiva de
determinadas espécies quimicas para o transporte e libertacdo de farmacos. Um exemplo mais
recente € o da utilizacdo de vesiculas formadas pelo composto 39, constituido por duas unidades
idénticas de éteres de coroa como cabecas polares, para o transporte de 5-fluorouracilo (40),
um agente citostatico muito utilizado no tratamento de carcinomas metastaticos. Os resultados

mostraram que a estabilidade do farmaco encapsulado era maior do que a do farmaco livre em

solugéo.™t
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Os éteres de coroa também podem atuar como veiculos de farmacos transportando
pequenas moléculas nas suas cavidades ou moléculas maiores através da sua ligagdo aos
macrociclos e consequente passagem através da membrana celular.’! Mais recentemente os
éteres de coroa tém sido utilizados como transportadores de nanoparticulas. Estas tém atraido
muito interesse no tratamento de diversas doencas e a sua presenca nos sistemas de libertacdo
de farmacos requer protecdo e elevada sensibilidade. Um exemplo é a utilizacdo de
nanoparticulas de silica funcionalizadas com um 18-coroa-6 (41). Para estudar a capacidade de
libertacdo controlada de farmacos deste sistema, utilizou-se a curcumina (42), um composto
natural com atividade biolédgica e farmacolégica diversa, como modelo de farmaco. A libertacdo
da curcumina pode ser controlada através da complexacédo do éter de coroa com os catides Cs*
e K™ e 0 processo pode ser monitorizado, uma vez que a curcumina emite fluorescéncia. A
formacao de um complexo éter de coroa - Cs* na proporcdo de 2:1 permite fechar os mesoporos
da silica e encapsular a curcumina. Por outro lado, a adi¢do de K™ a solucdo, permite a abertura
dos poros e consequente libertacdo da curcumina, uma vez que a constante de estabilidade deste
ido € muito maior que a do Cs*, formando complexos 1:1 com o macrociclo, permitindo a

abertura do canal.’?
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Outro exemplo € o de um sistema de nanoparticulas para o transporte da doxorrubicina

(43), farmaco amplamente utilizado em quimioterapia, funcionalizado com éteres dibenzo-
coroa como 0s compostos 44 a, b e c. Neste sistema, as ligagdes de hidrogénio intramoleculares
e ainteracdo de ides metalicos como 0 Cs* e 0 Na* com o0s éteres de coroa controlam a libertacéo

da doxorrubicina.’t
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A encapsulacdo de farmacos nas cavidades dos calixarenos tambeém tem sido
amplamente utilizada, quer para melhorar as propriedades dos farmacos, quer como sistemas
de libertacdo de farmacos. Os para-sulfonato-calix[n]arenos sdo bastante utilizados como
agentes complexantes de moléculas organicas. Uma vez que sdo sollveis em agua, surgem
como potenciais candidatos para resolver problemas de solubilidade, nomeadamente de
farmacos.'? Num estudo de 2012,%2 os autores sintetizaram para-sulfonato-calix[4] e [6]arenos
com o objetivo de formar complexos de inclusdo com o carvedilol (45), um farmaco anti-
hipertensor praticamente insolivel em agua (Figura 16). Os estudos de solubilidade de fase,
bem como os estudos de libertagéo in vivo e in vitro realizados mostraram que a solubilidade
aquosa do farmaco melhorou com a formagdo de complexos de inclusdo com os calixarenos.
Os mesmos p-sulfonato-calixarenos ja tinham sido estudados com a carbamazepina (46)

(farmaco anticonvulsionante) com resultados semelhantes.>
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Figura 16 - Complexos de inclusdo formados entre o carvedilol e o p-sulfonato-calix[4]areno a
esquerda e a carbamazepina e o p-sulfonato-calix[6]areno a direita. Figura adaptada das ref. 52 e 53.

A semelhanca dos éteres de coroa, os calixarenos também podem formar agregados
moleculares, como vesiculas ou micelas, as quais podem transportar farmacos. Um exemplo
disto € um nanoagregado micelar derivado do calix[4]areno 47 usado para encapsular a
curcumina (42) para aplicagdo oftalmologica. A curcumina é pouco soltvel em agua, degrada-
se rapidamente e apresenta baixa biodisponibilidade, caracteristicas que comprometem 0s
efeitos terapéuticos, no entanto, a sua encapsulacdo nestas micelas melhorou a sua solubilidade,
reduziu a sua degradacdo e melhorou os seus efeitos anti-inflamatérios. O complexo calixareno-
curcumina foi administrado topicamente a ratos, reduzindo significativamente os sinais

inflamatorios oculares dos mesmos.> Os resultados obtidos fazem deste complexo
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supramolecular uma formulagdo promissora para a administragdo oftdlmica de curcumina e

possivelmente de outros farmacos hidrofébicos (Figura 17).5

Figura 17 — Representacao da formagédo do complexo calixareno-curcumina para posterior administragdo
tépica em ratos. Figura adaptada da ref. 54.

Mais recentemente, foram realizados estudos teoricos (DFT) de complexacédo de varios
derivados de calix[4]arenos (48-50) com o antiviral, favipiravir, farmaco utilizado no
tratamento de doentes com COVID-19 (Figura 18).° Os resultados sugeriram que estes
compostos podiam atuar como bons sistemas de libertacdo deste farmaco, protegendo-o até a
chegada ao local pretendido e diminuindo os seus efeitos secundarios. Devido a possibilidade
de utilizar estes compostos como sensores de biomoléculas, os autores sugeriram que com estes
calixarenos também seria possivel monitorizar as concentragdes séricas e também ambientais

do favipiravir.®
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Figura 18 — Estruturas dos calix[4]arenos 48-50 e do favipiravir.
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Os pilararenos que apresentem boa solubilidade aquosa, estabilidade e elevada afinidade
para moléculas hdspede também sdo bons candidatos para a libertagéo controlada de farmacos.
Um estudo de 2013% mostrou o potencial de um pilar[5]areno carboxilado (25), para atuar
como um sistema de libertacdo dirigida do antibidtico amicacina. A dissociacdo do complexo
pilarareno-amicacina € dependente do pH e ocorre em ambientes acidicos, como o
microambiente de uma infe¢do. Os resultados indicam que este macrociclo € um potencial
veiculo para a libertacdo dirigida de amicacina e possivelmente de outros antibioticos,
reduzindo a sua toxicidade, uma vez que o farmaco sé sera libertado no local de acéo
pretendido.

Os pilararenos também podem formar agregados supramoleculares como micelas,
vesiculas ou nanoparticulas nos quais podem encapsular farmacos. Um método comum é
introduzir os farmacos hidrofébicos nas regides hidrofébicas destes agregados
supramoleculares ou introduzir farmacos hidrofilicos nos poros das vesiculas.*’ Pei et al.>’
reportaram um sistema de libertacdo de farmacos sensivel ao microambiente tumoral que
consiste em nanovesiculas resultantes da formacéo de um complexo hdspede-hospedeiro entre
o dimero de pilar[5]arenos substituidos com selénio (51) e o derivado da manose (52). Este
sistema permitiu transportar e libertar de forma dirigida moléculas de doxorrubicina (43),
conferindo-lhe assim citotoxicidade seletiva (Figura 19). Neste sistema, o residuo de manose é
responsavel por dirigir as vesiculas ao local de acéo e a quebra das liga¢6es de selénio, sensiveis

ao microambiente tumoral, permite a libertacdo da doxorrubicina.
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Figura 19 — llustracdo da formacao das nanovesiculas do complexo 51552 para encapsulacdo
da doxorrubicina. Figura adaptada da ref. 57.
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5.4.2 Agentes Terapéuticos

Além da aplicacdo como excipientes farmacéuticos, como visto anteriormente, 0s
compostos macrociclicos que exibem atividade biologica também podem ser utilizados como
agentes terapéuticos, dando origem ao conceito de terapéutica macrociclica. Muitos destes
compostos apresentam atividade antibacteriana, antifungica, antiviral e anti-cancerigena,

podendo também ser usados como antidotos ou como inibidores enzimaticos, entre outros.

5.4.2.1 Propriedades Antibacterianas, Antifangicas e Antivirais

A possibilidade de sintetizar diferentes compostos com diversos substituintes confere
aos macrociclos formas diferentes de eliminar estes micro-organismos, seja atraves da
desorganizacdo membranar, da inibicdo da replicacio do DNA ou através da inibicdo da
formacao do biofilme bacteriano, entre outras.*? %8

A atividade de bases de Schiff contendo bis-benzo-15-coroa-5 (53-56) e 0s seus
complexos com Na* foi estudada contra diversas estirpes bacterianas e comparada com
farmacos antibidticos comercializados, sendo que alguns destes compostos exibiram maior
poténcia na inibicdo do crescimento bacteriano que alguns dos farmacos comercializados. Estes
complexos mostraram ser mais potentes do que os hospedeiros e exibiram atividade contra a

Escherichia coli, a Salmonella typhi H e a Brucella abortus.>®
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Por outro lado, os éteres de coroa com unidades cromeno como o 57 exibiram atividade
moderada contra a Shigella dysenteria tipo 2, o Staphylococcus epidermidis, o Proteus vulgaris

e a Klebsiella pneumoniae.>®
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No que diz respeito a atividade antiflngica, alguns éteres de coroa e 0s seus complexos
com Na* também foram investigados contra estirpes de Candida albicans mostrando atividade
moderada, enquanto que o dibenzo 18-coroa-6 58 mostrou uma atividade elevada contra o

Aspergillus sp.%®
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Os calixarenos também apresentam atividade antibacteriana, como € o caso do
calix[4]areno 59, que apresenta um valor de MIC (concentragdo minima inibitéria) contra a E.
coli muito inferior ao de outros compostos, indicando o seu potencial para o tratamento de

infecOes causadas por esta bactéria.>®
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A utilizagdo de sulfonamidas como antibidticos bacteriostaticos antecede a utilizagéo
da penicilina, o que as torna potencialmente eficientes quando introduzidas como grupo
funcional nos compostos macrociclicos, nomeadamente nos calixarenos. A introducdo de
residuos das sulfonamidas 60 e 61 na coroa superior de calix[4]arenos, resultou em compostos
que apresentam atividade inibitéria do crescimento do Staphylococcus epidermidis, do
Staphylococcus aureus e do Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Estes
compostos apresentam também atividade antifungica, inibindo o crescimento de estirpes de
Candida albicans.®°
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Existem estudos que mostram a atividade de alguns pilararenos como inibidores da
formacdo de biofilmes bacterianos.* Foram sintetizados derivados de pilar[5]arenos (62-67)
carregados positivamente, substituidos com grupos de aménia quaternaria ou imidazol que se
mostraram eficazes na inibicdo da formacdo do biofilme. Os autores concluiram que a carga
positiva conferida por estes grupos € um pré-requisito essencial para a inibi¢do da formacéo do
biofilme, uma vez que os pilar[5]arenos funcionalizados com grupos carboxilato n&o inibem a
formacdo do mesmo.®?
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Os compostos macrociclicos como os calixarenos e os pilararenos também exibem
atividade antiviral. Calix[4]arenos alquilados com grupos n-butil na coroa inferior , como o

composto 68, mostraram-se potentes inibidores do virus da hepatite C e do virus da
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imunodeficiéncia humana. Os resultados sugeriram que a alquilagdo permitiu manter a
conformacdo cone, importante para a atividade viral dupla. Além disso, concluiram também
que a introducdo de isoftalatos aromaticos na coroa superior € essencial para a atividade
antiviral contra o virus da imunodeficiéncia humana e a introducdo de grupos diacido é

necessaria para a atividade contra o virus da hepatite C.2

O calixareno 69 foi administrado oralmente a 3 doentes infetados com HIV, num ensaio
clinico,® numa dosagem de 500 mg por dia. A administracdo deste macrociclo reduziu
consideravelmente a carga viral destes doentes, sem efeitos secundarios e a sua condicdo clinica
melhorou significativamente, diminuindo também a incidéncia de infe¢bes oportunistas

associadas a esta doenca.

69 R, = BI’, R, = CH,COOK

Estes compostos podem também inibir virus, regulando as suas enzimas, como é o caso
de um inibidor da integrase do virus da imunodeficiéncia humana baseado em derivados de
calix[4]areno, como o composto 70. Esta enzima é responsavel pela integracdo do DNA viral

no genoma do hospedeiro, essencial para a sua replicagdo.?

70

Os calixarenos apresentam também atividade contra os coronavirus. Um estudo de
2010°%2 mostrou a potencial atividade de dois derivados de calix[4]arenos, o 71 e 0 72 contra o

coronavirus humano 229E. Estes compostos apresentam maior atividade virucida quando
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comparados com outros antissépticos, apresentando ainda menor toxicidade. Estes resultados
mostram o potencial destes compostos como antissépticos, representando uma possibilidade na

prevencdo de infecdes causadas por coronavirus, nomeadamente por SARS-CoV-2.

SO;Na

SO;Na

72

Os pilararenos também apresentam atividade antiviral, como é o caso de um
pilar[5]areno carboxilado que impede a formacdo da capside do virus do papiloma humano,
resultando na sua inibicdo. Este composto forma agregados supramoleculares com os residuos

de lisina da proteina L1 da capside viral, impedindo assim a sua formag&o.5*

5.4.2.2 Inibi¢do da Amiloidogénese

O estado amiloide de uma proteina resulta de um agregado altamente organizado, no
qual a cadeia peptidica adota uma estrutura fibrilhar, causando efeitos adversos graves ao
acumular-se em tecidos especificos A formacéo de fibrilhas amiloides relaciona-se com uma
série de patologias como Parkinson, doenca de Alzheimer e diabetes tipo 11. Desta forma, inibir
a formacéo desta fibrilha surge como uma estratégia para impedir ou atrasar 0 aparecimento
destas doencas.1?°8

Existem compostos macrociclicos com capacidade para inibir a amiloidogénese de
determinadas proteinas, como é o caso do eter de coroa 73 que inibe a formacédo de fibrilhas
amiloides da proteina transtirretina, responsaveis pela miocardiopatia amiloide.>® Também ja

foram reportados os efeitos de p-sulfonatocalix[n]arenos na inibicdo da amiloidogénese,
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nomeadamente da B-amiloide, associada a doenca de Alzheimer e também na inibicdo e

desintegracéo de fibrilhas amiloides de insulina.?
O
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5.4.2.3 Desintoxicacao

A capacidade de reconhecimento seletivo dos compostos macrociclicos, bem como a
sua capacidade para formar complexos hdspede-hospedeiro permite, como referido
anteriormente, que estes se liguem a determinadas moléculas ou espécies quimicas e as separem
do meio em que se encontram. Desta forma, estes compostos apresentam-se como potenciais
agentes desintoxicantes.*? 61

Dos compostos abordados, os calixarenos e os pilararenos sdo 0s que apresentam mais
aplicacBes neste campo. Ambas as familias de compostos mostraram ligar-se com elevada
afinidade a viologéneos, como o paraquat e o diquat (herbicidas de ampla utilizacdo),
mostrando o seu potencial para ser utilizados no tratamento clinico de envenenamento por estes
herbicidas. Ao complexarem estes compostos toxicos, 0s compostos macrociclicos reduzem de
tal forma a sua concentracao livre, a ponto de diminuir o seu envolvimento no ciclo redox, logo
reduzindo a sua toxicidade.*25!

Derivados de sulfonatocalix[n]arenos mostraram capacidade para inibir a toxicidade de
paraquat em ratinhos envenenados com o mesmo, cuja mortalidade diminuiu significativamente
ap6s a administracdo dos macrociclos em questdo.®® Um pilar[6]areno carboxilado

hidrossoltivel também mostrou o seu potencial no tratamento do envenenamento por paraquat.5?
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Os sulfonatocalix[n]arenos, como o composto 32 e o pilar[6]areno carboxilado 17
mostraram ainda elevada afinidade para a succinilcolina, um blogueador neuromuscular muito

utilizado em doentes sujeitos a anestesia geral, apresentando-se como potenciais candidatos
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para tratar os efeitos secundarios deste composto, ao conseguirem sequestra-lo in vivo. Isto
assume particular importancia, uma vez que este composto é usado em milhdes de
procedimentos cirdrgicos anualmente, apresentando no entanto varios efeitos secundarios
graves. Desta forma, os compostos macrociclicos surgem como potenciais antidotos e ou

agentes terapéuticos para reduzir estes efeitos secundarios.®*

5.4.3 Vetores de Genes

A terapia génica recorre ao uso de &cidos nucleicos como estratégia terapéutica e
consiste na substituicdo, adicdo, silenciamento ou edicdo de genes, com o objetivo de curar ou
modificar a progressdo de doencas. A entrega de material genético, transportado por um vetor,
devera resultar na expressdo de um gene em células ou tecidos alvos especificos, fazendo com
que a terapia génica seja uma terapéutica promissora para o tratamento de diversas doencas
genéticas e adquiridas.!?

As caracteristicas dos compostos macrociclicos referidas anteriormente e que lhes
permitem atuar como sistemas de libertacdo de farmacos, permitem também que possam ser
bons vetores de genes, apresentando desta forma potencial para utilizacdo em terapia génica. A
sua estrutura rigida com capacidade de formar complexos supramoleculares com o DNA, bem
como a baixa imunogenicidade, quando comparados com 0s vetores virais utilizados, abre
portas ao seu potencial uso para este fim.2 &

Um exemplo descrito na literatura é o de lipossomas cationicos baseados em azacoroas
ligados a um esqueleto de colesterol, como o composto 74. Estes lipossomas formam
complexos protetores estaveis com o DNA permitindo a transfecdo de células de rim

embrionarias humanas com eficiéncia.®®

/.f‘-\.\‘\ . il H -\,-—
PNy O r e
o L xH H
/O N\" (@]

74

Entre os calixarenos também se encontram exemplos para a entrega de DNA.? Um

destes exemplos é o calix[4]areno anfifilico 75, modificado com colina na coroa superior, que
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pode formar micelas de 6 nm de didmetro e servir como vetor de DNA. A adi¢do de DNA causa
agregacdo e aumenta o didmetro das micelas para 50 nm. Estas nanoparticulas mostraram

elevada eficiéncia na transfecio de genes em culturas celulares (Figura 20).%2
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Figura 20 - llustracdo da formagao de micelas do calixareno 75 e formagéo do
complexo com o DNA. Figura adaptada da ref. 12.

Os pilararenos também tém potencial para ser usados como vetores de genes, como 0
demonstra um estudo em que se sintetizaram os derivados dendriticos de pilar[5]arenos 76 e 77
que formaram complexos estaveis com DNA plasmideo.%® Estes complexos apresentaram

elevada eficiéncia de transfecdo in vitro, com pouca ou nenhuma toxicidade. Um estudo mais
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recente®” utilizou o pilar[5Jareno 78 para modificar um péptido conjugado com
guanidinocarbonil pirrolo para melhorar as suas propriedades como vetor de genes.

5.4.4 Diagnéstico

Os compostos macrociclios apresentam uma potencial aplicacdo no diagnéstico de
doencas in vitro e in vivo. A detecdo de biomoléculas de interesse € critica para o diagnostico
precoce de determinadas doencas.*? Como abordado no ponto 5.2, estes compostos podem ser
utilizados como sensores de biomoléculas em amostras biolégicas, realizando desta forma
diagndstico in vitro.*2 Estes compostos podem também ser utilizados como agentes de contraste
em imagiologia. Os agentes de contraste permitem a visualiza¢do das estruturas no interior do
corpo humano e a distincdo entre tecidos saudaveis e tecidos ndo saudaveis, contribuindo de
forma significativa para o diagndstico e para a escolha do melhor tratamento.'? % Na literatura
encontram-se referéncias a utilizagdo destes compostos em imagiologia Otica,'?*” em
tomografia por emissdo de positrdes (PET)% e em ressonancia magnética®®. Mais uma vez, a
capacidade de reconhecimento seletivo, aliada a baixa toxicidade e a baixa imunogenicidade
que estes compostos apresentam, mostra 0 seu potencial como agentes de contraste em
imagiologia medica.

Um exemplo é o de um sistema de nanoparticulas de silica conjugadas com um éter de
coroa e carregadas com o marcador radioativo ?Na (79), utilizadas em PET. Embora este
marcador apresente as propriedades quimicas ideais para ser utilizado em imagiologia nuclear,
0 seu tempo de semivida demasiado longo (2,6 anos) excluiu-o da utilizacdo biomédica. Os
resultados deste estudo levantam a possibilidade de voltar a administrar este marcador de forma
segura, uma vez que ao ser administrado no interior destas particulas foi eliminado do

organismo de ratinhos em 2 semanas.®®
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Outro exemplo é o do calixareno 80 conjugado com 4 complexos Gd-DOTA. O DOTA
(81) é um agente quelante muito utilizado em ressonancia magnética para complexar o Gd'",
agente de contraste. A conjugacdo com o calixareno forma o complexo 82, mais rigido,

melhorando as suas propriedades com agente de contraste.®
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6 Conclusoes

As aplicagdes biologicas de compostos macrociclicos, nomeadamente de éteres de coroa,
de calixarenos e de pilararenos foram revistas neste trabalho. Desde a descoberta dos éteres de
coroa, na década de 60 do século passado, a quimica macrociclica tem sofrido um grande
desenvolvimento. A semelhanca dos compostos macrociclicos sintéticos com compostos
naturais como os antibi6ticos valinomicina e nonactina, despertou o interesse por estes
compostos e pelas suas potenciais aplicacGes bioldgicas. Embora a sua utilizacdo nas aplicaces
apresentadas ainda ndo tenha sido generalizada, nem o seu uso clinico implementado, estes
compostos apresentam potencial para ser utilizados para compreender e mimetizar sistemas
biolégicos, para detetar biomoléculas, para separar compostos, apresentando também
aplicacdes biomédicas relevantes que podem ir desde o diagndstico ao tratamento de uma
doenca.

A variedade de aplicacbes que estes compostos apresentam relaciona-se com a sua
natureza supramolecular e com as inumeras possibilidades de funcionalizacdo. A sua
capacidade de reconhecimento seletivo, bem como a existéncia de uma cavidade, permite a
ligacdo e complexacdo a biomoléculas de interesse.

Apesar do enorme avango feito para compreender as aplicacbes bioldgicas dos
compostos macrociclicos e de todos 0s estudos que mostram o seu potencial nesta area, sao
necessarios ainda mais estudos para caracterizar a sua complexa¢do com um maior nimero de
biomoléculas, para entender os seus efeitos tdxicos e hemoliticos de forma a garantir a
seguranca na utilizacdo destes compostos.

O potencial demonstrado por estes compostos nas aplicacGes referidas, aliada a sua
relativa facilidade de sintese e elevada estabilidade justifica que se invista na continuagédo do
desenvolvimento destes compostos para aplicagdes biologicas, nomeadamente para aplicactes

biomédicas.
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