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Resumo

Neste trabalho, pretendeu-se desenvolver um novo sistema de entrega de firmacos (SEFs)
para o donepezilo, usado no tratamento da doenca de Alzheimer. Este SEFs deve possuir
reconhecimento molecular para o donepezilo, proporcionando uma libertagao sustentada
e apresentar propriedades neuroprotetora e antioxidante. Para isso sintetizaram-se e
caracterizaram-se derivados de quercetina, o 7-acriloxi-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (3)
e 3-acriloxi-3,4,5,7-tetrametilquercetina (5), que foram utilizados como mondmeros
funcionais para a sintese de particulas poliméricas molecularmente impressas (MIPs)
seletivas para o donepezilo. Os MIPs mais promissores apresentaram capacidade de
adsorcdo de donepezilo de 39 mg/g. Estes polimeros foram avaliados quando a sua
capacidade inibitéria de colinesterases, degradacdo enzimatica e citotoxicidade,
revelando fraca capacidade inibitoria, baixa biodegradabilidade, e auséncia de
citotoxicidade. O MIP a base do mondmero 5 revelou uma libertagcao controlada de
donepezilo, de aproximadamente 98% apo6s 4 dias a pH=7. Estas caracteristicas conferem

a este polimero um elevado potencial para aplicagdo como SEFs do donepezilo.

Palavras-chave: Doenc¢a de Alzheimer; Entrega de firmacos; Quercetina; Donepezilo;

Polimeros molecularmente impressos.
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Flavonoid-based Molecularly Imprinted Polymer for Drug Delivery: Alzheimer’s
Disease

Abstract

The aim of this study was to develop a new drug delivery system (DDS) for donepezil,
used in the treatment of Alzheimer's disease. These DDS must have molecular recognition
for donepezil, providing sustained release, and have neuroprotective and antioxidant
properties. To this end, quercetin derivatives, 7-acryloxy-3',4',3,5-tetracetylquercetin (3)
and 3-acryloxy-3',4',5,7-tetramethylquercetin (5), were synthesized and characterized and
used as functional monomers for the synthesis of molecularly imprinted polymeric
particles (MIPs) selective for donepezil. The most promising MIPs showed a donepezil
adsorption capacity of 39 mg/g. These polymers were evaluated for their cholinesterase
inhibitory capacity, enzymatic degradation and cytotoxicity, revealing poor inhibitory
capacity, low biodegradability and no cytotoxicity. The MIP based on monomer 5 showed
a controlled release of donepezil, reaching approximately 98% after 4 days at pH=7.

These characteristics give this polymer high potential for application as donepezil DDS.

Keywords: Alzheimer's disease; Drug delivery; Quercetin; Donepezil; Molecularly

imprinted polymers.
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1 Introduciao

1.1 Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma enfermidade neurodegenerativa irreversivel de
etiologia complexa caracterizada pela deterioracdo progressiva da memoria e da fungdo
cognitiva. Nos ultimos anos a incidéncia da DA tem aumentado significativamente, com
mais de 35 milhdes de casos no mundo [1], cerca de 11,8 casos por 1000 pessoas por ano
sdo registados na Europa, distribuidos em 7,02 casos por 1000 pessoas por ano nos
homens e 13,25 casos por 1000 pessoas por ano em mulheres [2]. Nos Estados Unidos
cerca de 5 milhdes de pessoas tém DA e estima-se que este numero possa triplicar nos
proximos 40 anos [3]. Na China a incidéncia da DA ¢ de 3,21 % [4]. A prevaléncia da
DA ¢ de 5,05 % no mundo [2] e ¢ apontada como uma das principais causas de morte na
Europa e a sexta causa de morte nos Estados Unidos, principalmente em pessoas com

mais de 65 anos de idade [3].

Virias hipoteses tém sido estudadas e propostas para explicar a patogénese da DA
tais como a hipodtese colinérgica, a hipotese da cascada f-amilodide, a hipdtese do stresse
oxidativo e da Apolipoproteina E (ApoE) entre outras, que descreveremos em seguida.
Estas varias hipdteses tém sustentado o desenvolvimento de diferentes linhas
terapéuticas, nao tendo ainda sido identificada nenhuma estratégia farmacologica, inica

ou combinada, capaz de travar a progressao desta doenca [5, 6, 7, 8].

1.2 Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

O estudo das varias manifestagdes patologicas e bioquimicas observadas em
pacientes com DA e os resultados de investigacao realizadas em pessoas que morrerem
vitimas desta doenca revelam que a fisiopatologia da DA ¢ complexa, ainda nao
totalmente compreendida, existindo vérias hipoteses e teorias que procuram descrever os

processos moleculares e celulares que conduzem a doenga.

As caracteristicas histopatoldgicas identificadas no parénquima cerebral de

pacientes portadores da DA incluem depositos fibrilares amiloidais, localizados nas



paredes dos vasos sanguineos, associados a uma variedade de diferentes tipos de placas
senis, ¢ ainda a acumulagdo de filamentos anormais da proteina tau e consequente
formagdo de novelos neurofibrilares (NFT). Estes elementos parecem conduzir a perda

neuronal e sinaptica, com ativagdo da glia e inflamacao [9].

As teorias explicativas da fisiopatologia da DA baseiam-se nos diversos
mecanismos moleculares envolvidos, como a hipotese colinérgica, a hipdtese da cascada
B-amiloide, a hipotese do stresse oxidativo, a implicagdo da Apolipoproteina E (ApoE),
as alteracdes da proteina tau, a disfun¢@o nas vias de sinalizagio CREB, bem como a

resisténcia a insulina no sistema nervoso central, entre outras.

1.2.1 Hipotese Colinérgica

O cérebro ¢ inervado por neurdnios colinérgicos que desempenham um papel
importante na aprendizagem, na memoria, na resposta a estimulos, entre outras fungdes.
A transmissdao do sinal colinérgico ¢ dependente da sintese e da libertagdo do
neurotransmissor acetilcolina na regido sinaptica. A hipdtese colinérgica afirma que a
disfuncdo cognitiva na DA ¢ resultado de dano de neuroénios colinérgicos no hipocampo,
cortex frontal, nucleo basal e septo medial causada pela deficiéncia da acetilcolina no
cérebro [9]. Esta hipotese € sustentada por resultados obtidos em diversas pesquisas. Uma
pesquisa, por exemplo, que consistiu na avaliagdo de neurdnios em amostras cerebrais
obtidas apos a morte de individuos com a DA e de individuos que ndo apresentavam a
doenga, demonstrou haver menor nimero de neurénios colinérgicos no cérebro dos
doentes com DA quando comparado com individuos sem DA [10]. A hipdtese postula
que no estadio inicial da DA ha baixo nivel da enzima colina acetiltransferase,
responsavel pela sintese do neurotransmissor acetilcolina no cérebro, devido a perda das
fungdes dos neurodnios colinérgicos envolvidos nessa sintese e, consequentemente, ha
deficiéncia na sintese de acetilcolina o que leva uma deficiente comunicacao das células
nervosas, resultando em disfungdo cognitiva [5, 11], (Figura 1-A). Baseados nesta
hipdtese, varios estudos tém sido desenvolvidos de modo a encontrar mecanismos para
aumentar os niveis de acetilcolina no cérebro. Na figura 1 em A.1) esta representada um
potencial de a¢do que resulta no influxo de ides Ca>" e atraso de membrana de vesicula
sindptica, fusdo das vesiculas e libertacdo de acetilcolina na fenda sinaptica. Em A.2) a

acetilcolina libertada na fenda sinaptica liga-se aos recetores e inicia-se a despolarizagao
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pos-sinaptica. Em A.3) a hidrdlise da acetilcolina em acetato e colina, e consequente

reabsorc¢ao da colina pelo neurénio p6s-sinaptico [12].

Atualmente, a principal abordagem no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas para o tratamento dos sintomas cognitivos (perda de memoria, confusao
mental, lentiddo no raciocinio) baseiam-se na identificagdo e desenvolvimento de
moléculas que possam prevenir a degradacdo do neurotransmissor acetilcolina, como os
inibidores das colinesterases (I-ChE). Em 1993 a agéncia norte americana Food and Drug
Administration (FDA) aprovou as primeiras substancias [-ChE para o tratamento de DA
[8]. No entanto, estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de encontrar outras
formas de terapia da DA, formas que agregam mais vantagens, tenham menos efeitos

colaterais e que possam prevenir a degeneragao neuronal progressiva.

No entanto, a limitacdo dessa abordagem reside no facto das substancias I-ChE
desenvolvidas até ao momento para o tratamento da DA se revelarem eficazes apenas no

alivio dos sintomas, sem impedir a progressao da neurodegeneracao [5].

A falha na estratégia terapéutica da DA com I-ChE deixou claro que a hipotese
colinérgica ndo € o unico mecanismo patolégico da DA. Com a preocupagao de encontrar
estratégias terapéuticas mais eficazes que possam parar a neurodegeneragdo, pesquisas

tém sido desenvolvidas a fim de encontrar outras bases moleculares desta patologia.



:. [ ] “|
A L 8 e & B
choline Y *etY" 1 0 (ot 0
| § ke ) ke
Y P S//Co.n . HQ/K\*\/ i S 0'/\\“/ s
presynaptic space ‘acetylcholine 7, \ (o] Acetil CoA Colina Acetileolina
° e 3 0 Acetilcolina (ACh) nas sinapses

[ ] ./ Svfliptk % AChliga-seaos AChliga-seaos Dégradagloda
i vesicle | excessode ACh

°e receptores receptores
o nicotinicos em muscarinicosem em colinae -
neurénios pés- neurdnios pés- acetate por agio
choline™ S, fee\ J sindpticos. Slnioticon, deAChE

} ! |

Sinalizagao Sinalizagao
Colinérgica Celinérgica

0&. .

acetate
Transportadores

da colina recolhem
postsynaptic \ ! a0 neurdnio pré-
receplors sindptico.

Fungao Cognitiva

postsynaptic space

Figura 1. A- Hipdtese colinérgica da doenga de Alzheimer e B- A via de sintese do
neurotransmissor acetilcolina. (adaptado de [9, 12]).

1.2.2 Hipétese B-amildide

Na hipoétese B-amiloide a DA surge como resultado de danos oxidativos causados
pela agregacdo do péptido B-amildide (Figura 2). O péptido B-amildéide pode ser
encontrado em pequenas quantidades no cérebro de individuos sauddveis maiores de 65
anos de idade. No entanto, estudos demonstraram que certos oligdmeros f-amiléide como
o B-ai-42 sdo neurotdxicos, induzem danos oxidativos, e promovem a hiperfosforilagdo de
proteina tau. A proteina precursora amildide (APP) ¢ clivada pela a-secretase, pela - e
y-secretase em diferentes posi¢des, o que resulta numa producdo excessiva de diferentes
oligébmeros de péptido B-amiloide (B-ai-40 € B-ai-42) que se agregam de forma espontanea
e se depositam em placas senis extracelulares do tecido cerebral o que pode levar a morte
celular [13, 14]. Embora existam muitos estudos sobre a relagao do péptido B-amildide e
a DA, a disfuncdo exercida pelas placas senis ainda ndo estd completamente esclarecida.
Um estudo que consistiu na administracao de péptido f-amildide em ratos para avaliar a
neurotoxicidade, demonstrou que a acumulagdo desta substdncia tem uma importante
influéncia no mecanismo da fase inicial da perda de memoéria [15, 16]. Contudo, um
mecanismo claro e especifico que descreve o modo de acdo de péptido B-amildide ainda

ndo é conhecido.
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Figura 2. Diagrama de Mecanismo da Doenca de Alzheimer de acordo a hipdtese B-amiloide (-
a). Os B-aj4o € P-ai42 sdo os oligdomeros B-amildide formados pela clivagem de APP. (adaptado
de [11, 13]).

1.2.3 Outras Hipoteses

Uma outra hipdtese que tem sido estudada no mecanismo da DA ¢ a hipotese da
disfuncdo glutamatérgica ou hipotese excitotdxica. Esta hipotese sugere que o excesso de
ativacdo dos recetores do neurotransmissor glutamato, especificamente os recetores
ionotropicos N-metil-D-Aspartato (NMDA), pode induzir a morte celular ¢ a
neurodegeneragdo. Os recetores de glutamato tém a importante fun¢do de regular a
atividade do neurotransmissor nas regides do hipocampo e cortex cerebral [17]. O
glutamato estd normalmente envolvido em diferentes processos neuroldgicos como o
desenvolvimento neuronal, a regulacdo de plasticidade sinaptica, aprendizagem e
memoria [13]. No entanto, uma vez que na fenda siniptica ndo existe uma enzima que
degrada o glutamato, a sua regulagdo ¢ feita por transportadores pré-sinapticos. A
libertagdo excessiva e prolongada do glutamato induz ao excesso de ativacao de recetor
NMDA e altera a homeostase de calcio aumentando a concentragao intracelular de i0es

Ca?*o que pode desencadear o processo de necrose ou apoptose neuronal [18].

Alguns estudos sugerem que certas alteracdes no metabolismo energético celular e
a acumulacdo de certos oligdmeros B-amildides podem causar a ativagdo excessiva de

recetores NMDA [11] e causar excitoxicidade. De forma geral, a excitotoxidade induzida



pelo glutamato tem sido apontada como uma das causas da neurodegeneracdo e morte

neuronal, podendo eventualmente desencadear deméncias tais como a DA.

Outra hipétese que tem merecido atencdo na investigacdo de mecanismos
moleculares da DA ¢ o papel da proteina Tau. Uma vez que a proteina tau se encontra nos
neurdnios e com a fungao de estabilizar os microtubulos, a variacdo da quantidade desta
proteina ou alteragdes da sua estrutura compromete a dindmica dos microtibulos e pode
afetar o funcionamento do neurdnio e consequentemente levar a um estado de deméncia.
Como referido anteriormente, pacientes com DA apresentam grandes quantidades da
proteina tau hiperfosforilada [17]. A hiperfosforilagio da proteina tau favorece a
formagdo de agregados que dificultam o transporte intraneuronal e afetam assim a
homeostase neuronal. Os estudos sobre os fatores responsaveis pela iniciacdo da
hiperfosforilacdo da proteina tau nos neurdnios ainda ndo foram conclusivos. Assim,

ainda nao sao conhecidos os fatores que favorecem a hiperfosforilagcao da tau.

1.3 Farmacos atuais para terapia de DA e suas limitagoes

O estudo da patogénese da DA tem guiado os pesquisadores para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para esta doenca. As estratégias terapéuticas
desenvolvidas com base na hipdtese da deficiéncia colinérgica constituem, até ao
momento, a abordagem que tem demonstrado algum grau de eficdcia no tratamento da
DA. As primeiras substancias Is-ChE aprovadas pela FDA para o tratamento da DA foram
a tacrina, o donepezilo, a rivastigmina e a galantamina [13, 19]. Devido a elevada
hepatotoxicidade da tacrina, este composto foi retirado do mercado em 2013. Atualmente,
os medicamentos aprovados pela FDA e European Medicines Agency (EMA), sdo o
donepezilo, a rivastigmina e a galantamina (inibidores das colinesterases) e a memantina

(agonista do recetor N-metil-D-Aspartato) (Figura 3) [5] [20].
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Figura 3. Farmacos atualmente usados para o tratamento da DA, aprovados pela FDA e EMA.

O donepezilo foi aprovado em 1996 para uso terapéutico da DA no estado
moderado a grave. E o medicamento I-ChE, aprovado pela FDA e EMA, mais utilizado
mundialmente no tratamento da DA [21] devido a sua alta capacidade seletiva de inibir a
atividade da AChE [7] e ter um tempo de meia vida relativamente longo. Pesquisas
publicadas provaram a hipdtese do donepezilo ter uma agdo neuroprotetora ao poder
conter ou reduzir a progressdao da degeneragdo de neurdnios cerebrais e atrofia do
hipocampo. Além disso, o donepezilo pode suprimir a expressio de IL-1B e
cicloxigenase-2 e consequentemente prevenir a inflamagao sistémica do cérebro e bago
[22]. Por estas razdes, o donepezilo ¢ considerado um agente primdrio para o tratamento
sintomatico da DA. No entanto, varios sdo os efeitos secundarios de donepezilo nos
pacientes que seguem esta linha de tratamento. Entre eles observa-se a perda de apetite,
nauseas, vomitos, diarreia, insonia, aumento da frequéncia de evacuagoes, caibras, [1],
tonturas e fraquezas musculares. Em alguns casos, estes efeitos tendem a agravar-se a

medida que o tratamento se prolonga.

A rivastigmina ¢ um inibidor seletivo da AChE e da BuChE que foi aprovada para
o tratamento da DA no estado leve a moderado, em 2000. Devido a sua capacidade de
inibir as duas colinesterases, este medicamento foi também usado para o tratamento de
outras deméncias como a doenca de Parkinson [7]. Zhang ef al. levantaram a hipdtese de
que o uso de rivastigmina para tratamento de pacientes com DA pode melhorar a perfusdo
regional cerebral na drea temporal, aumentar a fungdo colinérgica e melhorar as fungdes
cognitivas, como a formagao e organizac¢do da linguagem e de comportamento [23]. Os
efeitos colaterais da rivastigmina sao a perda de apetite, perda de peso a longo prazo,

vomitos, nduseas e aumento da frequéncia de evacuacdes [1].

A descoberta e as pesquisas da galantamina para o uso terapéutico data dos anos

50. Em 2000, a FDA aprovou a galantamina, um composto com capacidade para aumentar
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o nivel de ACh na regido sinaptica ao retardar a degradacdo do neurotransmissor por
inibigdo seletiva da AChE [7]. Estudos provaram que a galantamina potencia a ag¢ao da
ACh através da ligacao alostérea no recetor nicotinico colinérgico neuronal (nAChRs), o
que € visto como uma vantagem no seu papel na inibi¢do seletiva da AChE [24]. A.
Kavanag ef al., demonstraram que o uso da galantamina para o tratamento de pacientes
com DA no estadio médio a moderado por mais de 4 meses ajudou a melhorar os sintomas
comportamentais como delirios, alucinagdes, agitacdo, agressao, depressao,
irritabilidade, capacidade motora, apatia e euforia. Além disso, os nAChRs regulam
também a libertacdo do glutamato e das aminas serotonina e norepinefrina [25] [26].
Portanto, a acdo da galantamina nos nAChRs pode contribuir para a corre¢ao de alguns
défices neuroquimicos e consequentemente favorecer a redugao dos sintomas da DA.
Alguns estudos relatam que os efeitos secundérios da galantamina sdo consequéncias da

sobredosagem [7].

A memantina foi concebida na base da hipotese da disfungdo glutamatérica. Este
farmaco ¢ o Unico antagonista do recetor NMDA utilizado para o tratamento da DA no
estadio moderado a severo. Estudos da memantina para o tratamento da doenga DA
demostraram que este farmaco melhorou a fun¢do cognitiva e reduziu as perturbagdes

comportamentais nos pacientes com DA [27].

1.4 Sistema de Entrega de Farmacos

As estratégias terapéuticas para a maioria das doengas, incluindo a DA,
tradicionalmente baseiam-se em sistemas convencionais de entrega de farmacos, tais
como pos, capsulas, comprimidos e liquidos, administrados por via oral, injetavel, retal,
cutdnea, nasal ou oftdlmica. No entanto, esses métodos frequentemente se mostram
ineficazes, em razdo de limitacdbes como baixa solubilidade dos farmacos,
biodisponibilidade reduzida, necessidade de dosagens elevadas, farmacocinética
desfavoravel e, especialmente para doengas do sistema nervoso central, a dificuldade de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). Diversos estudos sugerem que uma parcela
significativa das falhas clinicas nas terapias direcionadas ao Sistema Nervoso Central esta
associada justamente a essas limitagdes dos sistemas de entrega [28]. De facto, a maioria

das substancias ndo consegue ultrapassar a barreira protetora do cérebro.



Com os avangos recentes na ciéncia e tecnologia, diversas pesquisas tém
demonstrado o potencial das NPs para a entrega de farmacos [29]. Atualmente, o
tratamento da DA utiliza predominantemente sistemas de entrega por via oral, sendo a
rivastigmina, também, administrada por via transdérmica, os quais, contudo, sofrem com

as limitagdes ja mencionadas, como baixa biodisponibilidade e metabolismo rapido.

Os SEFs tém um papel crucial no aumento da eficécia terapéutica e na redugdo dos
efeitos colaterais de medicamentos utilizados no tratamento de doencas graves. No
mercado, muitos medicamentos ja sdo comercializados em nanoveiculos (NVs) para uso
humano, como Abraxane®, Caelyx®, Mepact®, Myocet®, Emend® e Rapamune®,
sendo que a maioria desses sistemas ¢ baseada em lipossomas [28]. No caso da DA, os
inibidores de colinesterase (I-ChEs), donepezilo, galantamina e rivastigmina, constituem,
até o momento, a inica abordagem terapéutica disponivel [29]. Entretanto, esses farmacos
apresentam desafios, como baixa biodisponibilidade e, em alguns casos, efeitos colaterais
graves, possivelmente devido a limitada permeabilidade pela BHE. Para superar essas
limitagdes, os nanomedicamentos emergem como uma estratégia inovadora, visto que
oferecem a vantagem de atravessar facilmente a BHE e possibilitam a libertagdo
direcionada e sustentada dos farmacos. A biodisponibilidade prolongada, além de reduzir
a frequéncia da dosagem, minimiza os efeitos colaterais. Diversos SEFs tém sido
descritos para o tratamento da DA, incluindo nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
lipidicas solidas, lipossomas, nanoemulsdes, microemulsdes e cristais liquidos [30].
Exemplos de nanoparticulas poliméricas, como as baseadas em poliestireno, PLGA
conjugado com quitosano, particulas de ouro, magnemita, nanocépsulas de Eudragit S100
e nanosuspensdes, demonstram capacidade de atravessar a BHE, geralmente por meio de
endocitose seguida de transcitose através das células endoteliais microvasculares

cerebrais (BMEC) [31].

Neste projeto de mestrado, nosso objetivo é aprimorar a eficacia e o direcionamento
terapéutico, minimizando os efeitos colaterais do fArmaco utilizado na DA, o donepezilo
[29], por meio da entrega seletiva além da BHE. A utilizacdo de MIPs como SEFs
apresenta vantagens significativas em relag@o a outras NPs poliméricas, permitindo uma
libertagdo sustentada devido a afinidade entre o farmaco e o polimero, o que aumenta o
tempo de residéncia do fairmaco no organismo [32]. Diversos sistemas de NPs com
resposta a estimulos de pH e redox ja foram reportados para a entrega de farmacos [33],

e alguns SEFs baseados em MIP e MIP-hidrogéis tém se mostrado métodos promissores
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para alcancar a libertacdo sustentada dos farmacos, obtendo os resultados terapéuticos

desejados [34].

Na literatura, existem poucos exemplos de SEFs baseados em MIP para a entrega
de farmacos na DA. Estudos recentes demonstram, por exemplo, que Hemmati et al.
sintetizaram SEFs baseados em MIP magnético e 6xido de grafeno para a entrega da
rivastigmina, os quais apresentaram elevada biocompatibilidade [35]. Da mesma forma,
Harthi et al. desenvolveram um sistema lipossomal de donepezilo, disperso em hidrogel
de quitosano tiolado para administracdo nasal, que demonstrou alta eficiéncia, com
resultados in vivo indicando um aumento significativo na concentragdo do farmaco no
sangue e no cérebro [36]. Ruela ef al. também sintetizaram um MIP capaz de dissolver-
se em formulagdes lipidicas, configurando um veiculo promissor que permitiu a

libertagdo prolongada do donepezilo [37].

1.5 Polimeros Molecularmente Impressos

A impressdao molecular ¢ uma tecnologia que tem vindo a ser desenvolvida desde
1972, tendo tido inicio com o estudo realizado por Wulff e Sarham [38]. Estes autores
analisaram a sintese de um polimero organico covalente que apresentava grupos seletivos
para os enantiomeros do acido glicérico. O estudo e as analises de Wulff e Sarham
contribuiram ainda para o desenvolvimento de conceitos importantes, nomeadamente a
impressdo molecular e a polimerizagdo por radicais livres [39]. Os polimeros
molecularmente impressos (MIP) sdo polimeros sintéticos que tém sido amplamente
utilizados para aplicacdes terapéuticas devido as suas inimeras vantagens como alta
estabilidade, boa seletividade e baixo custo [34]. Esses MIPs sdo sintetizados a partir de
uma molécula modelo, também denominada analito alvo por alguns autores, e de um
mondmero funcional. Em seguida, ocorre a polimeriza¢do, que pode ser induzida por
radiagdo UV, calor, corrente elétrica, entre outros métodos, na presenca de um agente de
reticulagdo em excesso ¢ de um solvente, denominado porogénio. Em alguns casos, ¢
necessario o uso de um iniciador. Apods a polimerizacao, a molécula modelo ¢ removida
do polimero, que passa a dispor de cavidades ou sitios de ligagdo especificos (Esquema
1) [38,39]. Tanto as ligagdes covalentes quanto as ndo covalentes sdo responsaveis pela

formacao desses sitios [39]. As ligagdes covalentes estabelecidas com a molécula modelo
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condicionam a seletividade para o analito alvo, enquanto o tamanho do polimero pode
aumentar a capacidade de carga do farmaco. Outras vantagens dos MIPs incluem a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e a possibilidade de
administracdo por diversas vias. Dessa forma, os MIPs tém se mostrado uma estratégia
eficaz e controlada para a libertagdo de fairmacos, sendo frequentemente descritos como

anticorpos artificiais [34].

Mondémero funcional
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Esquema 1. Processo de sintese de um polimero molecularmente impresso.

1.5.1 Monomeros funcionais

Monomeros funcionais sdo moléculas pequenas, geralmente formadas por dois
tipos de unidades ou grupos funcionais, capazes de se unirem por meio de interagdes
fisico-quimicas e formar um polimero com propriedades especificas [40]. Geralmente,
para a sintese dos MIPs ¢ importante haver a selecdo de um mondémero funcional capaz
de realizar interagdes com a molécula modelo e formar um complexo estavel [40, 41],
isto ¢, as forgas de interagdo entre o mondémero funcional ¢ a molécula modelo afetam a
estabilidade e a qualidade do polimero e vao garantir uma boa precisdo e seletividade dos
locais de reconhecimento. Na figura 4 estdo representados os mondmeros funcionais

comerciais comumente usados na sintese dos MIPs.
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Figura 4. Estruturas dos mondmeros funcionais comerciais.

1.5.2 Agentes de ligacio cruzada “Crosslinkers”

Um dos elementos essenciais na impressdo molecular ¢ o agente de ligagdo
cruzada, designado em inglés “crosslinker” [41]. Os agentes de liga¢do cruzada sdo
substancias quimicas utilizadas no processo da sintese de um MIP para complexar ao
monomero funcional e condensar em torno da molécula modelo de modo que fique um
polimero rigido e com cavidades apos a remog¢ao da molécula modelo [42, 43]. Na
impressdao molecular, a escolha do tipo do agente de ligacdo cruzada depende do tipo de
molécula modelo e da finalidade do polimero [41]. Além destes dois fatores, a razdo
molécula modelo, mondémero e agente de ligacdo cruzada ¢ também um fator
determinante para a estrutura e estabilidade do polimero, e garantir maior seletividade de
reconhecimento & molécula modelo [44]. Uma quantidade muito baixa de agente de
ligagdo cruzada pode resultar na instabilidade fisica do polimero, como por exemplo baixa
rigidez mecanica e consequentemente afetar o reconhecimento molecular. Entretanto,
alguns estudos demonstraram que o EGDMA em baixas quantidades pode ser
suficientemente eficiente e facilitar a ligacdo de certos mondmeros na formagdo de
polimeros [45]. Na figura 5 estdo representados os agentes de ligacdo cruzada

normalmente utilizados na preparagdo de MIPs.
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Figura 5. Estrutura dos agentes de ligagdo cruzada comerciais.

1.5.3 Métodos de polimerizaciao

Na impressao molecular normalmente necessitamos de cinco elementos diferentes
(molécula modelo (femplate), mondmero funcional, agente de ligagdo cruzada, iniciador
de polimerizacao e um solvente, o porogénio) para combinar em rea¢do quimica entre si,
em propor¢des especificas e formar um polimero com maior seletividade [40, 46]. Deste
modo, a sintese dos MIPs exige um protocolo bem estruturado, com parametros
especificos a serem cumpridos. Existem varios métodos reportados na literatura para a

sintese de MIPs, entre os quais se destacam os mais utilizados [47].

O método da polimerizagdo em volume (Bulk) considerado o mais simples e de facil
execucdo, no entanto exige atencao especial e controlo rigoroso da quantidade de agente
de ligacdo cruzada. O processo de producgdo consiste na mistura de todos os componentes
(monomero funcional, agente de ligagdo cruzada e molécula modelo) seguida da
polimerizagdo num bloco solido. A principal desvantagem deste método ¢ a

irregularidade na forma e no tamanho das particulas do MIP [47, 48].
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A polimerizagao radicalar controlada via iniferter ¢ uma técnica fotocontrolada que
permite o crescimento controlado das cadeias poliméricas sob irradiacdo UV. O termo
iniferter deriva das fung¢des de iniciador (initiator), agente de transferéncia (transfer) e
terminador (terminator) desempenhadas por uma unica molécula. Um exemplo comum ¢
o dissulfeto de tetraetiltiuram, que atua como fonte de radicais ativos e dormentes.
Durante a reagdo, os radicais ativos promovem a propagacao das cadeias poliméricas,
enquanto os radicais dormentes estabilizam o sistema, mantendo um equilibrio dinamico
entre os estados ativo e inativo da cadeia. Este processo evita a forma¢ao de microgéis e
favorece a obten¢do de nanoparticulas com melhor controlo sobre a massa molecular, a
polidispersibilidade e a morfologia da rede polimérica [49]. Na preparacdo dos MIPs, a
técnica melhora a acessibilidade e a afinidade dos sitios de reconhecimento, contribuindo

para polimeros mais seletivos e eficientes [50].

1.6 Flavondides: Quercetina

Nos ultimos anos, os flavonoides t€ém sido alvo de muitas pesquisas com o
objetivo de estudar as suas diversas propriedades biologicas benéficas aos humanos e aos
animais, e aplica-los para fins terapéuticos [51]. Os flavondides sdao um grupo de
compostos fenolicos naturais, encontrados em diversos vegetais e frutos consumidos na
alimentagdo humana, como a amendoeira, a castanha doce, a maga, uva, frutos vermelhos,
citrinos, cebola, pimentos, cacau, vegetais de folhas verdes e entre outros [40, 52]. Estes
compostos apresentam diversas atividades biologicas ja cientificamente comprovadas,
incluindo propriedades analgésicas, anti-inflamatdrias, antioxidantes e anticancerigenas
[53, 54]. Devido a sua propriedade antioxidante, os flavondides protegem as células
nervosas dos danos provocados por espécies reativas de oxigénio e contribuem para a
manuten¢ao das fungdes cognitivas, o que ajuda a reduzir o risco de doencgas associadas
a idade, como as neurodegenerativas, cardiovasculares e alguns tipos de tumores [51]. Os
flavonodides subdividem-se em varias subclasses, entre as quais se destacam as flavonas,
os flavondis e as flavanonas. Os flavonodides mais abundante na dieta humana sdo os

flavonodis [55].
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Figura 6. Estrutura da Quercetina.

A quercetina (3,3°,4°,5,7-penta-hidroxiflavona) (Figura 6) um flavonodide da
familia dos flavonois, tornou-se o foco de muitos estudos médicos e farmacoldgicos
devido as suas diversas propriedades antioxidante [56], antiagregantes, anticancerigenas,
vasodilatadoras, entre outras. Um estudo realizado em 2008, que teve como objetivo
avaliar a capacidade antioxidante da quercetina, rutina e de outros compostos fenolicos
na eliminagdo de dois tipos de radicais livres ((1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e
peroxinitrito (ONOQO")), demostraram um baixo ICso para a eliminag¢do de ambos tipos de
radicais [57]. Priyadarsini et al. realizaram um estudo para examinar o efeito da
quercetina na viabilidade celular em células do cancro do colo do utero humano (HeLa)
e, através desse efeito determinaram o mecanismo da morte celular. Os resultados
demonstraram que a quercetina induz paragem do ciclo celular na fase G2/M, reduzindo
a viabilidade celular em cerca de 50%, e promove apoptose mediada por mitocondrias,
através de um mecanismo dependente da proteina p53 [58, 59, 60]. Estudos demostraram
que quercetina desempenha um papel antagonista ao inibir a atividade oxidante de
algumas espécies reativas de oxigénio (perdxido de hidrogénio, hidroperoxido de acido
linoleico) nas células nervosas e reduz a peroxidacdo lipidica, o que aumenta a
longevidade neuronal [51, 61]. Shimmyo et al no seu estudo com flavondides,
demonstraram que a quercetina atua como inibidor da enzima p-secretase (BACE-1) em
células neuronais e, consequentemente, reduz o nivel da proteina P-amildide nos
neur6nios. Uma vez que a agregagdo da proteina B-amildide ¢ um dos mecanismos da
DA, a sua redugdo no cérebro podera contribuir para a diminui¢cdo da progressdo da
neurodegeneracao [62]. Os mecanismos pelos quais a quercetina atua na neuroprotecao
ainda ndo estdo totalmente elucidados. Contudo, a investigacdo sobre os efeitos da
quercetina na neuroprote¢cdo tem vindo a crescer, € os resultados permitem formular

varias hipoteses [63].
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Neste projeto de mestrado, propde-se a sintese de mondmeros funcionais a base de
quercetina, devido as suas propriedades farmacologicas de interesse para a doenga de

Alzheimer.

1.7 A utilizacio de linhas celulares na avaliaciao de citotoxicidade

Os materiais desenvolvidos para entrega do donepezilo devem ser seguros, nao
causando eles proprios danos no organismo no qual, no futuro, possam ser aplicados.
Desta forma, para além destes materiais serem testados quanto a sua eficacia no
funcionamento (capacidade de ligar donepezilo, capacidade de fazer libertagdo
controlada, manutencdo da atividade biologica de inibicdo de colinesterases, por

exemplo) ¢ importante também testar a sua seguranca bioldgica.

Numa fase inicial do desenvolvimento farmacéutico, ainda em avaliacdo pré-clinica,
os compostos devem ser testados quanto a sua citotoxicidade, isto €, a capacidade de gerar
a morte de células. Estes testes podem ser realizados em diferentes linhas celulares,
servindo os resultados destes testes também para exclusdo de compostos, isto €, para
auxiliar no screening dos melhores compostos que podem avangar para as fases seguintes

de avaliacao de eficacia e seguranga [64].

Nos ensaios de citotoxicidade, sdo cultivadas células como sistema modelo, sendo as
células expostas a um composto de ensaio e, apos um certo periodo de incubagdo, ¢
medido um marcador que reflita o nimero de células vidveis presentes em comparagao
com os tratamentos de controlo positivos (agente toxico) e negativos (veiculo). Para todos
os ensaios que utilizam células cultivadas como sistema modelo, ¢ valioso saber quantas

células vivas e mortas estdo presentes durante ou apos o final da experiéncia [65].

Os métodos comumente usados para estimar células mortas aproveitam a perda de
integridade da membrana e a capacidade das moléculas indicadoras se manterem num
determinado compartimento celular, se a membrana celular estiver intacta. Os ensaios
usados para detetar células mortas incluem a medi¢do do vazamento de um componente
(geralmente um marcador enzimatico) do citoplasma para o meio de cultura ou a
penetracao de um corante nao permeavel em células com uma membrana comprometida.

No caso deste trabalho, esta avaliacao sera feita utilizando o indicador diacetato de
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fluoresceina [66]. Este composto (que ndo apresenta fluorescéncia) tem propriedades
quimicas que facilitam a sua entrada nas células por difusdo. Uma vez no interior das
células, os enzimas citoplasmaticos esterases clivam o composto, libertando fluoresceina,
que ¢ fluorescente (comprimento de onda de excitacdo e de emissdo sdo 488 nm e 530
nm, respetivamente) e ndo atravessa a membrana por difusdo (Figura 7). Assim, as células
cujas membranas estdo integras, ficam fluorescentes. Pode ser medida a fluorescéncia nas
microplacas com as células aderentes (se forem semeadas em placas adequadas), e ai a
fluorescéncia serd indicativa do nimero de células vidveis, ou pode ser medida a

fluorescéncia no meio de cultura, e ai sera indicativa do nimero de células mortas.

H;COCO A~ 0.~ _0OCOCH; HO o o]
| eslerase

COOH  fiyorescein
FDA green fluorescence

Figura 7. Mecanismo de avaliacdo de viabilidade celular utilizando diacetato de fluoresceina
(DAF).

Um outro método de medi¢do de viabilidade celular é a avaliagdao da atividade
metabolica das células utilizando sais de tetrazolio como substrato das desidrogenases

celulares. Um desses sais € o WST-8.
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Figura 8. A¢ao do WST-8 enquanto indicador da viabilidade celular.

O sal de tetrazolio, WST-8, ¢ reduzido através de uma reagdo com a forma
reduzida de 1-metoxi PMS. Este mediador reside na membrana celular e reage
diretamente com NADH (forma reduzida do dinucledtido de nicotinamida) ou NADPH
(forma reduzida do dinucledtido de fosfato de nicotinamida) (Figura 8). NADH e
NADPH séo gerados a partir de NAD* ou NADP" pela reagdo de enzimas desidrogenase
e seus [67] substratos, como lactato desidrogenase e acido lactico, respetivamente.
Portanto, o sal de tetrazolio ¢ utilizado para a determinagado da atividade da desidrogenase
ou de um substrato da desidrogenase. A solu¢do de um sal de tetrazolio WST-8 € quase
incolor, enquanto o seu produto, formazano, origina uma solugao fortemente corada com

um pico de absorvancia a 460 nm.

Muitos trabalhos utilizam sais de tetrazolio como forma de avaliar a citotoxicidade
de compostos com potencial agdo farmacoldgica [68] [69] [70], sendo um importante

ponto de screening.
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Neste trabalho de dissertacdo de mestrado, o objetivo principal foi desenvolver
um SEF a base de polimeros molecularmente impressos (MIPs) utilizando mondémeros
funcionais derivados de quercetina para a entrega controlada de donepezilo, com o intuito
de aumentar a eficicia terapéutica e reduzir os efeitos secunddrios. As etapas para

alcancar este objetivo, consistiram em:

= Sintetizar e caracterizar os monomeros funcionais a base da quercetina;

= Sintetizar e caracterizar as particulas a base de polimeros molecularmente
impressos constituidos por mondémeros funcionais derivados da quercetina.

= Estudar as particulas sintetizadas quando a sua: a) capacidade de
reconhecimento molecular para o donepezilo; b) estabilidade; ¢) capacidade de
libertagdo in vitro em diferentes meios.

= Avaliar os polimeros molecularmente impressos quando a sua toxicidade e

capacidade inibitoria de colinesterases.
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2 Parte Experimental

Consideracoes Gerais

Os solventes e reagentes utilizados na realizacdo deste relatorio foram fornecidos

pela Sigma-Aldrich e Alfa-Aesar, e usados diretamente sem qualquer purificagdo.

A cromatografia em camada fina (CCF) unidimensional foi realizada em placas
de aluminio revestidas com silica gel 60F254 da Merck, sendo reveladas por irradiagao

UV a 254 nm ou uma solucao de acido fosfomolibdico em etanol.

Todos o0s compostos organicos sintetizados foram caracterizados por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN): os espectros de 'H e '*C foram
tragados num espectrometro Bruker AVANCE III HD 400MHz ('H: 400MHz e *C:
100MHz) na Universidade de Evora. As amostras para espectroscopia de RMN foram
preparadas como solventes CDCl3 e DMSO-ds. Relativamente aos desvios quimicos (0),

estes foram registados em partes por milhao (ppm).

Nas sinteses de polimeros a etapa de pré-polimerizagdo foi realizada no banho de
ultrassons. Os ensaios de reconhecimento molecular dos MIPs e NIPs foram feitos com
recurso a uma incubadora com agitador orbtibal Ohaus a temperatura de 37°C com 150
rpm. As particulas foram sedimentadas através da centrifugacdo a 4500 rpm durante 15
minutos, na centrifuga HERMLE Labortechnik Z307. A curva de calibracio do
donepezilo foi realizada com recurso ao espectrofotometro de UV-Vis T80 PGI
Instruments. As absorvancias foram medidas a 272 nm (comprimento de onda de
absor¢do de donepezilo). A partir da curva de calibragdo calculou-se a quantidade de

donepezilo.

A percentagem de libertagdo do donepezilo pelos polimeros foi calculada a partir
das absorvancias medidas dos sobrenadantes. A medi¢ao das absorvancias no ensaio de
libertacdo, nos testes de viabilidade metabdlica e nos ensaios de degradagcdo dos
polimeros foi realizada num espectrofotometro de microplacas Molecular Devices

Spectra Max iD3.

Os polimeros sintetizados e a o produto de degradacao, foram caracterizados por
espectroscopia de FTIR-ATR utilizando o espectrémetro PerkinElmer Spectrum Two,

equipado com acessoério de Reflectancia Total Atenuada (ATR).
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Para a caracterizacdo morfologica dos polimeros sintetizados utilizou-se o
Microscépio de varrimento eletronico com espectroscopia de dispersdo de energia de
raios X (SEM-EDX, do inglés Scanning Electron Microscope com Energy Dispersive X-

ray Spectroscopy) modelo Phenom da ThermoFisher Scientific.

2.1 Sintese e caracterizacio de monomeros funcionais a base de quercetina

2.1.1 Sintese da 3°,4°,3,5,7-pentacetilquercetina (1)

Dissolveram-se cerca de 3,0 g (9,93 mmol, 1 eq.) de quercetina em 45,0 mL de
piridina e adicionou-se 18,0 mL (190,42 mmol, 19 eq.) de anidrido acético. A mistura foi
colocada sob agitacdo e em refluxo a 120 °C durante 5 h. Decorrido esse tempo,
adicionou-se a mistura reacional a um erlenmeyer contendo aproximadamente 100 g de
gelo e deixou-se em agitacdo cerca de 15 min. até ocorrer a formacdo do precipitado
branco-sujo. Seguidamente, o precipitado foi filtrado sob vacuo e lavado com acetato de
etilo frio. O precipitado foi recolhido para um balao de fundo redondo e seco sob vécuo.
Obteve-se o produto 1 sob a forma de um soélido creme (3,5 g, n=67,9%). O produto foi

caracterizado por espectroscopia de RMN de 'H e '*C.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 2,33 (s, 6H, 2xCHs), 2,34 (s, 3H, CHz3), 2,34 (s, 3H,
CHs), 2,43 (s, 3H, CH3), 6,87 (d, 1H, J=2,2 Hz, ArH), 7,33-7,36 (m, 2H, 2xArH), 7,69-
7,73 (m, 2H, 2xArH) ppm.

13C APT RMN (100 MHz, CDCL) §: 20,6, 20,8, 21,2, 21,3, 109,12, 114,0, 114,9, 124,0,
124,1, 126,6, 127,9, 134,2, 142.4, 144.5, 150,6, 153,9, 154,4, 157,0, 167.8, 167.9, 168,0,
168,1, 169,4, 170,2 ppm.
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2.1.2 Sintese da 7-hidroxi-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (2)

Solubilizou-se cerca de 1,0 g (2,14 mmol, 1 eq.) de 3°,4°3,5,7-
pentacetilquercetina (1) em diclorometano (DCM) e colocou-se num banho de gelo.
Adicionou-se 0,265 g (4,02 mmol, 2 eq.) de imidazol dissolvida em 15 mL de DCM, gota-
a-gota durante 10 min. Deixou-se a mistura reagir por 1 h em banho de gelo e mais 1 h a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi adicionada 50 mL de DCM e seguidamente
extraida com a solugdo de HCI 0,1 M (3x50 mL). Os vestigios de agua presentes na fase
organica foram removidos com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e removeu-se o solvente
sob pressdo reduzida. A purificagdo da mistura obtida foi feita por cromatografia em
coluna com silica gel, utilizando a mistura de solventes hexano/acetato de etilo (1:2) como
eluente. O produto 2 foi obtido sobre a forma de um sélido branco (0,5 g, n =47,0 %), e
caracterizado por espectroscopia de RMN de 'H e '*C APT.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) &: 2,29 (s, 3H, CH3), 2,30 (s, 3H, CH3), 2,32 (s, 3H,
CHs), 2,33 (s, 3H, CH3), 6,65 (d, 1H, J=2,0 Hz, ArH), 6,94 (d, 1H, J=2,3 Hz, ArH) 7,50-
7,52 (m, 1H, ArH), 7,80-7,85 (m, 2H, ArH), 11,35 (s, 1H, OH) ppm.

13C APT RMN (100 MHz, DMSO-ds) 8: 20,3, 20,4, 20,5, 20,9, 101,0, 109,1, 1094,
123,6, 124,5, 126,6, 127,5, 132,8, 142,2, 144,2, 150,2, 152,4, 157.6, 162.9, 168,0, 168,1,
168.3, 168.8, 169,0 ppm.

2.1.3 Sintese da 7-acriloxi-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (3)

OAc O
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A esterificacdo do composto 2 foi feita, através da adi¢ao de 0,19 mL (1,36 mmol,
1,3 eq.) de trietilamina a uma solu¢do de 0,492 g (1,05 mmol) do composto 2 dissolvido
em 25 mL de DCM. Deixou-se a mistura reagir por meia hora, seguidamente colocou-se
em banho de gelo e adicionou-se cloreto de acriloilo (0,11mL, 1,36 mmol, 1,3 eq.).
Deixou-se a mistura sob agitacdo a temperatura ambiente por 5 horas. O produto foi
extraido com solucdo saturada de NaHCOs3 (50,0 mL x 3). Adicionou-se Na2SO4 anidro
a fase organica, filtrou-se e removeu-se o solvente sob vacuo. O produto bruto foi obtido
sob a forma de s6lido castanho, e foi purificado através de cromatografia em coluna em
silica gel, utilizando a mistura de hexano/acetato de etilo (1:1) como eluente. O composto
3 foi obtido sob a forma de so6lido branco (0,3 g, n = 48,9 %) e caraterizado através de

espectroscopia de RMN de 'H e de '*C.

'"H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 2,33 (s, 6H, 2xCHs), 2,34 (s, 3H, CHz3), 2,44 (s, 3H,
CH3), 6,11 (dd, 1H, J=1,0 Hz, J=10 Hz, CH>), 6,32 (dd, 1H, J=10,0 Hz, J=17 Hz, CH),
6,67 (dd, 1H, J=1,0 Hz, J=17 Hz, CH»), 6,92 (d, 1H, J=4,0 Hz, ArH), 7,35 (d, 1H, J=8.0
Hz, ArH), 7,40 (d, 1H, J=4,0 Hz, ArH), 7,7 (d, 1H, J=4,0 Hz, ArH), 7,72 (dd, 1H, J=4,0
Hz, J= 8,0 Hz, ArH) ppm.

13C APT RMN (100 MHz, CDCl3) 6: 20,7, 20,8, 21,2, 109,1, 114,0, 115,0, 124,0, 1241,
126,6, 127,2, 127,9, 134,2, 134,4, 142,3, 144,5, 150,6, 153,9, 154,4, 157,0, 163,1, 167,9,
167,9, 168,0, 168,0, 169,4, 170,2 ppm.

2.1.4 Sintese da 3-hidroxi-3’,4’,5,7-tetrametilquercetina (4)

OMe

Num baldo de fundo redondo esmerilado de 250 mL munido com um magnete
adicionou-se a rutina (5,0 g, 7,52 mmol, 1 eq.), K2COs (5,6 g, 40,61 mmol, 5,4 eq.) e
solubilizou-se com 30 mL de DMF. Seguidamente adicionou-se CH3I (2,54 mL, 40,61
mmol, 5,4 eq.) sob agitagdo e protegido da luz. Deixou-se a mistura reacional reagir
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durante a noite. O solvente (DMF) foi removido por destilagdo a vacuo a 60 °C, o s6lido
obtido dissolveu-se, cuidadosamente, com uma solucdo de H2SO4 2% e colocou-se a
mistura em refluxo a 115°C durante 3 horas, ocorrendo a precipitacdo de um solido
amarelo. Deixou-se a mistura arrefecer e filtrou-se o sélido sob vacuo, lavou-se com agua
destilada e secou-se na bomba a vacuo. O composto 4 foi obtido sob a forma de um so6lido

amarelo (2,6 g, n = 96,0 %), e caracterizado por 'H RMN.

IH RMN (400 MHz, CDCls) &: 3,92 (s, 3H, CHs), 3,95 (s, 3H, CH3), 3,97 (s, 3H, CHs)
3,98 (s, 3H, Hs), 6,34 (d, 1H, J=2,3 Hz, CH), 6,54 (d, 1H, J=2,2 Hz, CH), 6,98 (t, 1H,
J=4,5 Hz, CH), 7,41 (s, 1H, OH), 7,78-7,81 (m, 2H, 2xCH) ppm.

2.1.5 Sintese da 3-acriloxi-3’,4’,5,7-tetrametilquercetina (5)

A esterificacdao do composto 4 foi feita, com a adi¢do de 0,82 mL (5,86 mmol, 3,0
eq.) de trietilamina a uma solu¢do do composto 4 (0,70 g, 1,95 mmol) dissolvido em 20
mL de DCM. Deixou-se a mistura reagir por meia hora, seguidamente colocou-se sob um
banho de gelo e adicionou-se 0,47 mL (5,86 mmol, 3,0 eq.) de cloreto de acriloilo.
Deixou-se a mistura sob agitacdo a temperatura ambiente por 5 horas. O produto foi
extraido com solugdo saturada NaHCOs (50,0 mL x3). Adicionou-se Na2SO4 anidro a
fase organica, filtrou-se e removeu-se o solvente sob vacuo. O produto bruto foi obtido
sob a forma de s6lido castanho, e foi purificado através de cromatografia em coluna em
silica gel, utilizando a mistura de hexano/acetato de etilo (1:9) como eluente. O composto
5 foi obtido sob a forma de s6lido branco (0,7 g, n = 78,9 %) e caraterizado através de

espectroscopia de RMN de 'H e de 1*C.
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IH RMN (400 MHz, CDCls) 8: 3,90 (s, 3H, CHs), 3,90 (s, 3H, CHz), 3,93 (2 x s, 6H,
CHs), 6,02 (dd, 1H, J=1,3Hz, J=10,4Hz, CH), 6,36 (d, 1H, J=2,4Hz, CH), 6,37 (dd, 1H,
J=10,5Hz, J=17,3Hz, CH), 6,52 (d, 1H, J=2,3 Hz, CH), 6,63 (dd, 1H, J=1,3Hz,
J=17,3Hz, CH), 7,37 (d, 1H, J=2,1 Hz, CH), 7,48 (dd, 1H, J=2,1 Hz, J=8,5Hz, CH) ppm.

13C RMN (100 MHz, CDCl3) 8: 55,9, 56,1, 56,1, 56,4, 92,7, 96,2, 108,9, 110,9, 111,0,
121,8, 122,4, 127,3, 133,4, 133,6, 148,9, 151,3, 153,4, 159,2, 161,3, 163,3, 164,4, 170,6
ppm.

2.2 Sintese e caracterizacio dos Polimeros Molecularmente Impressos

Procedimento geral:

Para a sintese dos MIPs dissolveu-se cerca de 0,03 g (0,0791 mmol, 1 eq.) de
donepezilo*HCl em 5 ml de acetonitrilo, 1 ml de DMSO e 1 ml de CHCIs. Adicionou-se
o(s) monomero(s) Ia-b (&cido acrilico (Ia), acrilamida (Ib)) e/ou monomero 3 ou 5, e
procedeu-se a pré-polimerizagdo no banho de ultrassons durante 15 min. Seguidamente,
adicionou-se o crosslinker (EGDMA 20 eq 1,59 mmol; 0,3 mL ou 14 eq.; 1,1 mmol; 0,21
ml, ou TMPTA 14 eq.; 1,1 mmol; 0,35 ml) e o AIBN (2,3 eq; 0,180 mmol; 0,0299 g) e
colocou-se a mistura reacional a 75 °C durante 24 horas. Para cada MIPs sintetizados, as
propor¢des de todos monomeros e crosslinkers estao devidamente especificadas na tabela
1. Apos este tempo de polimerizagdo, procedeu-se a lavagem do polimero através de uma
extragdo por soxhlet com a mistura MeOH:AcOH (9:1) durante 24h e MeOH durante 24h.
O polimero foi seco na bomba de vacuo. Simultaneamente sintetizou-se o polimero
molecularmente ndo-impresso (NIP) utilizando o mesmo procedimento, porém, sem a

adi¢do de donepezilosHCL.

Utilizando este procedimento sintetizaram-se nove MIPs e respetivos NIPs, de

acordo com a tabela 1.

25



Tabela 1. Polimeros molecularmente impressos sintetizados, mondémeros funcionais e agentes
de ligacao cruzada (Crosslinkers) utilizados, e respetivas quantidades.

Mondmero la-b Monomero 3 ou 5 Crosslinker
(eq.) | (mmol) | (nL/ mg) | (eq.) [ (mmol) | (mg) (eq.)
MIP-1 | Ia(4) | 0,32 21,70 - - - | EGDMA (14)
NIP-1 | Ta(4) | 032 21,70 - - - | EGDMA (14)
MIP-2 | Ia(4) | 0,32 21,70 - - - | T™MPTA (14)
NIP-2 | 12 (4) | 032 21,70 - - - | TMPTA (14)

MIP-3 | 1a 3) | 024 1630 |3(1)| 0,0791 | 41 | EGDMA (14)

NIP3 | 1a 3) | 024 1630 | 3(1)| 0,0791 | 41 | EGDMA (14)

MIP-4 [ [ (1,7)| 0,14 960 |32 | 0,158 | 83 | EGDMA (20)
NIP-4 [p(17)| O.14 9,60 |[3(2)| 0,158 | 8 | EGDMA (20)
MIP-5 | Ib(1) | 0,08 600 [3(Q) | 0,158 | 8 | EGDMA (20)
NIP-5 | Ib(1) | 0,08 600 |32 | 0,158 | 83 | EGDMA (20)

MIP-6 | Ia (3) 0,24 16,30 5() | 0,0791 | 32,6 | EGDMA (14)

NIP-6 | Ia (3) | 024 1630 |5(1) | 0,0791 | 32,6 | EGDMA (14)

MIP-7 | Ia (2) | 0,16 11,00 |52) | 0,158 | 65,2 | EGDMA (14)

NIP-7 | Ia (2) 0,16 11,00 52)| 0,158 | 65,2 | EGDMA (14)

MIP-8 | Ia (3) | 024 1630 |5(1) | 0,0791 | 32,6 | TMPTA (14)

NIP-8 | Ia (3) | 024 1630 | 5(1) | 0,0791 | 32,6 | TMPTA (14)

MIP9 | Ia (2) | 0,16 1,00 [5@2)| 0,158 | 652 | TMPTA (14)

NIP-9 | Ia (2) | 0,16 11,00 |5@2)| 0,158 | 652 | TMPTA (14)

2.3 Ensaios de Reconhecimento molecular

2.3.1 Preparacio das solucoes de diferentes concentracgoes de donepezilo e dos
MIPs e NIPs

Preparou-se solugdes aquosas de donepezilo*HCI de concentragdes 6,25; 12,5;
25,0; 50,0; 90,0 mg/L através de diluigdes sucessivas a partir da solucdo de 180 mg/L,
para a realizacdo da curva de calibragdao. As diferentes solugdes foram analisadas por

espectroscopia de UV-vis a 272 nm.
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2.3.2 Determinacio da capacidade de adsorcao

Para os diferentes MIPs e NIPs preparados previamente, procedeu-se a preparacao
de solug¢des com 5,0 mg de polimero disperso em 5 mL de solu¢do de donepezilosHCl
(12,5; 25,0; 90,0 e 180,0 mg/L). As solug¢des foram incubadas a 37°C com oscilagdo de
300 rpm durante 30 min. Apds este periodo, as solu¢des foram centrifugadas e o
sobrenadante foi decantado e analisado por espectroscopia de UV-vis a 272 nm.
Procedeu-se da mesma forma, para as massas de 10,0; ¢ 25,0 mg de MIPs e NIPs dispersas
em 5 mL de solugdo de donepeziloeHCI de diferentes concentragdes (12,5; 25,0; 90,0 e

180,0 mg/L). Os ensaios foram realizados em triplicado.

2.4 Ensaios Biolégicos

2.4.1 Ensaios de Inibicao de colinesterases

Consideracoes gerais:

O método colorimétrico de Ellman ¢ um dos métodos mais utilizados para a
determinag¢do da atividade das colinesterases, por ser um método rapido, simples, preciso
e com medicdo direta da atividade enzimatica, seja em sangue ou tecidos. Este método ¢
baseado na reagdo entre a tiocolina, um dos produtos da hidrolise enzimatica do substrato
sintético 1odeto de acetiltiocolina ou iodeto de butiriltiocolina, com o grupo sulfidrilo do
cromogéneo acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzdico (DTNB, reagente de Ellman). Desta
forma, ocorre a formacdo do acido 5-tio-2-nitrobenzdico de coloragdo amarela, o qual
pode ser medido através da quantificagdo da absorvancia a 412 nm [71]. Na figura 9 esta
representada a reacao de hidrolise do iodeto de butiriltiocolina/acetiltiocolina catalisada

pela BuChE/AChE, utilizando o método de Ellman [71].

27



Inibidores

o y Tampéo pH 8 4/_{0* : tiocolina
| |

ON (DTNB)

s /@Noz
OZN/©/ NS coo”

Ccoo ~
Acido 5-tio-2-nitrobenzdico
AbS412 ym

Figura 9. Reagao de hidrdlise da iodeto de butiriltiocolina/iodeto de acetiltiocoline catalisada pela
AChE/BuChE, utilizando o método de Ellman.

Para a elaboracdo deste estudo utilizaram-se os reagentes, tais como iodeto de
acetiltiocolina (ATCI), iodeto de butiriltiocolina (BTCI), &4cido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoéico (DTNB) ou reagente de Ellman e DMSO. As enzimas selecionadas foram
compradas a Sigma-Aldrich: acetilcolinesterase de enguia elétrica (eeAChE)
(E.C.3.1.1.7, Tipo VI-S, po liofilizado, 500 U/2 mg), butirilcolinesterase de soro equino
(eqBuChE) (E.C. 3.1.1.8, p¢ liofilizado, 10,9U/mg). O inibidor utilizado donepezilo
(TCI).

2.4.1.1 Preparacao de solugoes

A solugao de eeAChE de concentragdo 0,3 U/mL em tampao fosfato 100 mM (pH
8) foi preparada a partir da eeAChE 500 U/2 mg de proteina.
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A solu¢do de egBuChE de concentraciao 0,3 U/mL em tampao fosfato 100 mM
(pH 8) foi preparada a partir da egBuChE 10,9 U/1 mg de proteina.

Foram preparadas as solugdes de substratos ATCI a 15,0 mM e BTCI a 8,0 mM
em H20. As solu¢des de DTNB a 3,0 e 1,6 mM, foram preparadas através da dissolugdo
da quantidade adequada do reagente e NaHCO3 (0,038 eq.) em tampao fosfato 100 mM

(pH 7).
Nota: Estas solucdes devem ser frescas, preparadas apenas no dia da utilizagao.

Procedeu-se solucoes seriadas dos MIPs ¢ NIPs de acordo a descri¢do na sec¢ao
2.5.1.3. Foram preparadas solugdes seriadas de donepezilosHCl em d4gua destilada de
0,0003; 0,0012; 0,0048; 0,0191; 0,0763; 0,305; 1,22; 4,88; 19,53; 78,13 € 312,15 uM por

diluicdes sucessivas a partir de uma solucao-mae de 11 mM.

ey r_ .o

2.4.1.2 Avaliacido da atividade inibitoria dos materiais contra a eeAChE e

eqBuChE

Numa microplaca de 96 pocos, adicionou-se 20 pL de diferentes concentragdes
de donepezilo*HCI, 55 pL de tampao Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0), 125 uL. de DTNB (3,0
mM ou 1,6 mM) e 25 puL de eeAChE (0,3 U/mL) ou egBuChE (0,3 U/mL). Deixou-se
incubar durante 15 minutos a 37 °C. Seguidamente, adicionou-se 25 pL de ATCI (15
mM) ou BTCI (8,0 mM) a cada poco e voltou-se a incubar durante 15 minutos a 37 °C.
Por fim, a microplaca (absorvancia) foi lida a 25 °C a 412 nm no leitor de microplacas

Molecular Devices Spectra Max iD3. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

2.4.2 Estudos de Biodegradacao:

2.4.2.1 Curvas de calibracio para os compostos 2 e 5

Preparou-se solugdes aquosas do composto 2 (0, 0,006, 0,018, 0,053, 0,159, 0,477

png/mL), e analisaram-se por espectroscopia de fluorescéncia com Aex 380 nm € Aemi 540
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nm, para a realizacdo da curva de calibragdo, necessaria para o doseamento dos potenciais

produtos de degradagao.

Preparou-se solug¢des aquosas do composto 5 (0, 0,134, 0,404, 1,21, 3,36 pg/mL), e
analisaram-se por espectroscopia de fluorescéncia com Aex 340 nm € Aemi 470 nm, para a
realizacdo da curva de calibracdo, necessaria para o doseamento dos potenciais produtos

de degradagao.

2.4.2.2 Ensaio de Biodegradacao

Neste estudo utilizaram-se os MIP-4, MIP-9 e a enzima proteinase K (NZy Mag
Proteinase K). Pesou-se 1 mg de MIP-4 ou MIP-9 para um microtubo (ensaio realizado
em triplicado para cada MIP) e adicionou-se 1 mL de PBS 100 uM, pH 7 ou pH 8 (MIP-
9) e 25 pL de enzima proteinase K. Foram preparadas duas solugdes controlo (A e B) para
cada MIP em estudo, o controlo A continha 1 mg de MIP, 1 mL de PBS 100 uM, pH 7
ou pH 8 e o controlo B continha 25 pL. de enzima proteinase K ¢ 1 mL de PBS 100 uM,
pH 7 ou pH 8. Estas solu¢des foram incubadas a 37°C durante 24h. As solucdes foram
centrifugadas (1 min) e o sobrenadante foi decantado e analisado por espectroscopia de
fluorescéncia. Para o MIP-4 utilizou-se o comprimento de onda de excitacdo (Aex) 380
nm ¢ o de emissao (Aemi) 540 nm e para MIP-9 utilizou-se Aex 340 nm € Aemi 470 nm. Os
resultados estdo apresentados na tabela 5. Os polimeros foram desidratados a 40 °C e
determinou-se a massa. A estrutura do produto de degradacdo, depois de seco, foi
analisada por FTIR (figura 25 e 26). Para o MIP-4 usou-se o PBS 100 uM, pH 7 ¢ o MIP-
9 PBS 100 uM, pH 8.

2.4.3 Ensaios de viabilidade celular

2.4.3.1 Manutencio e mudas das células MCF-7 (Carcinoma Mamario

Humano)

Avaliou-se a quantidade de células com recurso a um microscopio invertido e por
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observacdo da cor que o meio apresentava (este contém um indicador de pH que fica
amarelo quando existem muitas células no meio), procedeu-se a remocao do meio e de
seguida a aplicagdo de um protocolo de tripsinizacao (com o intuito de "descolar" as
células aderentes do frasco de cultura) ao qual se expds a cultura celular durante cerca de
2 min. Apos aplicagdo do protocolo observaram-se as células novamente ao microscopio
e adicionou-se cerca de 5 mL de meio de cultura fresco para inibir a a¢do da tripsina. O
novo meio de cultura contendo as células foi entdo incubado numa incubadora de CO:z de
forma a manter as células num ambiente idéntico ao bioldgico e propicio a sua

multiplicagdo.

2.4.3.2 Preparacio das culturas celulares em microplaca

As microplacas de 96 pocos usadas foram entdo sujeitas as culturas celulares apos
estas serem (re)suspendidas e mantendo um ratio aproximado de 5000 células/pogo.

Procedendo-se entdo a sua incubagao na incubadora de CO2 durante 24 horas.

2.4.3.3 Preparacao das solucoes de diferentes concentracdoes dos MIPs/NIPs

em estudo

Procedeu-se as diferentes diluigdes seriadas dos MIP/NIPs-9 (3,3; 10; 30 ¢ 90
ug/mL). Para o donepezilo realizaram-se dilui¢des de 2,2; 6,6; 20 e 60 pg/mL e dilui¢cdes

sucessivas de uma solu¢do padrao para elaboracdo de uma curva de calibragdo (0; 0,0024;

0,00475; 0,0095; 0,019; 0,0375; 0,075; 0,15 € 0,3 pg/mL).

2.4.3.4 Exposicao das células aos diferentes MIPs e NIPs

Expuseram-se as células a 100 pL dos diferentes MIP/NIPs(MIP-3, MIP-4, MIP-
8, MIP-9 e seus respetivos NIPs) em quadruplicado nessas concentragdes. Colocou-se
ainda, em cada uma das microplacas de 96 pogos, um controlo negativo (8 pocos apenas

com meio de cultura e as células 14 aderentes) e o controlo positivo (8 pogos com meio
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de cultura e uma solugdo de SDS 0,5 % (10 uL. de SDS 5 %) e as células aderentes).

2.4.3.5 Ensaio WST-8

Com recurso ao KIT WST-8 (Cayman Chemical Company) precedeu-se a adi¢ao
de 10 pL. da mistura WST-8 a cada po¢o com uma micropipeta multicanal. Misturou-se
gentilmente durante 1 min num agitador orbital e incubou-se durante 1h a 37°C na
incubadora de COz2. Apds incubagdo misturou-se suavemente durante 1 min no agitador

orbital e mediu-se a absorvancia a 450 nm.

2.4.3.6 Exposicao a diacetato de fluoresceina

Preparou-se uma soluc¢dao de trabalho de diacetato de fluoresceina (DAF) com
concentragdo 2 pg/mL em tampao fosfato salino (PBS 100 uM, pH 7) e uma solu¢do-mae
de 5 mg/mL de DAF em acetona, essa que foi diluida em PBS para obten¢do dos padrdes
usados para elaboragdo de uma curva de calibragdo. Posteriormente retirou-se os meios
de cultura das microplacas incubadas durante 24 horas e lavou-se uma vez os 96 pocos
com 100 pL de PBS (100 uM, pH 7). Adicionou-se 100 pL de solucdo de trabalho DAF
com uma micropipeta multicanal e incubou-se 5 min a 37°C. Apds incubacao descartou-
se a solugdo de trabalho DAF e lavaram-se as células uma vez com 100 puL de PBS (100

uM, pH 7).

2.4.3.7 Lise celular e medicao da fluoresceina

Preparagdo de uma solucao 0,5 % de Triton-X-100 em PBS (100 uM, pH 7). Apos
a ultima lavagem do ponto 2.4.3.6 eliminou-se o PBS e adicionou-se 150 puL de Triton-
X-100 a 0,5% em PBS (100 uM, pH 7), procedeu-se a incubagdo durante 5 min a 37°C
na incubadora de COa. Transferiu-se 50 puL de lisado para os pocos vazios de uma
microplaca de 96 pogos branca e quantificou-se a intensidade de fluorescéncia da

fluoresceina a Aex 485 nm € Aemi 535 nm.
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2.5 Ensaio de libertagao in vitro:

2.5.1 Preparacio das solucoes de donepezilo em diferentes pHs 3,5,5e 7

O estudo de libertagdo in vitro foi realizado em trés meios com pHs diferentes, 3,
5,5 e 7. Foram preparadas solucdes de tampao citrato de sédio 100 mM pH 3, tampao

fosfato salino (PBS) 100 mM pH 5,5 e PBS 100 mM pH 7.

As curvas de calibragdo foram preparadas para as trés solugoes de 360,0 mg/L de
donepezilo*HCI nos diferentes tampdes de pHs 3, 5,5 e 7, e a partir destas procedeu-se
diluigdes sucessivas para a preparagdo das solu¢des padrio com as seguintes

concentragoes: 180,0, 90,0, 75,0, 50,0, 25,0, 12,5, 6,25 e 3,125 mg/L.

2.5.2 Carregamento dos MIPs com o donepezilo:

Pesou-se rigorosamente 25,0 mg de MIP/NIP para um microtubo de 2 mL e
adicionou-se 1,7 ml da solug¢do aquosa de donepezilo*HCl (400 mg/L) de diferentes pHs.
Incubou-se a 37°C sob agitagao durante 15 horas. Seguidamente, centrifugou-se a solug@o
e decantou-se o sobrenadante e reservou-se. O MIP foi lavado com 500 uL de agua,
centrifugou-se e reservou-se. O doseamento do donepezilosHCl no sobrenadante e na
agua de lavagem foi realizado através espectroscopia de UV-vis utilizando a curva de
calibragdo. A determinagdo do donepezilo*HCI imobilizado no MIP foi realizado através
da diferenga das concentragdes inicial e de sobrenadante. Guardou-se o MIP carregado

para o estudo de libertagdo in vitro.

2.5.3 Ensaio de Libertaciao do Donepezilo

Ao microtubo contendo MIP/NIP carregado com o donepezilo*HCl adicionou-se
1,7 mL de solugdo (tampao citrato de sédio pH 3 ou PBS 100 mM pH 5,5 ou PBS 100
mM pH 7) e incubou-se a 37°C sob agitagdo durante meia hora. Centrifugou-se na

microcentrifuga durante 2 min, decantou-se o sobrenadante e mediu-se a absorvancia em
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triplicados a 272 nm. Ao MIP/NIP sedimentado adicionou-se 1,7 mL da solucdo de
tampao nova (tampao citrato de sodio pH 3 ou PBS 100 mM pH 5,5 ou PBS 100 mM pH
7), € voltou-se a incubar durante o periodo de 1 hora, voltou-se a centrifugar e a remover
a sobrenadante para analise. Repetiu-se 0 mesmo procedimento durante 260 horas (10
dias). Os ensaios foram realizados em duplicados para os diferentes pHs. Os resultados

estdo apresentados nas figuras 30, 31 e 32.
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3 Discussao e Tratamento de Resultados

O principal objetivo deste projeto de mestrado foi preparar um novo SEFs para o
donepezilo, um dos farmacos aprovados pela FDA para o tratamento dos sintomas da DA,
com intuito de proporcionar uma libertagao controlada deste firmaco e consequentemente
aumentar a sua eficécia terapéutica e reduzir os efeitos secundarios proporcionando uma
melhor qualidade de vida aos pacientes. Este SEFs serd a base de polimeros molecular
impressos (MIPs), que serdo construidos utilizando monoémeros funcionais derivados de
quercetina, um flavonoide com inumeras propriedades bioldgicas, nomeadamente
antioxidante, neuroprotetora e anti-colinesterasica [68]. Pretende-se que este SEFs possua
propriedades anti-Alzheimer, nomeadamente antioxidante, neuroprotetora e anti-
colinesterasicas, antes e/ou apos a sua degradagdo por agdo enzimatica ou induzida por

variacdo do pH, para além da libertacao sustentada do farmaco.

3.1 Monoémeros Funcionais Derivados de Quercetina

Primeiramente, foi necessario preparar os monomeros funcionais derivados de
quercetina, para a sintese dos MIPs/NIPs. Os derivados designados foram 7-acriloxi-
3°,4°,3,5-tetracetilquercetina (3) e a 3-acriloxi-3’,4°,5,7-tetrametilquercetina (5) (Figura
10), os quais apresentam os grupos hidroxilos protegidos com acetilos e metilos, com o
objetivo de fornecer alguma hidrofobicidade aos MIPs, de forma a ser mais facil permear

a barreira hematoencefalica.

(3) (5)

Figura 10. Estrutura dos mondémeros funcionais derivados de quercetina: 7-acriloxi-3’,4’,3,5-
tetracetilquercetina (3) e a 3-acriloxi-3°,4’,5,7-tetrametilquercetina (5).
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3.1.1 Sintese dos Derivados de Quercetina

3.1.1.1 Sintese da 7-acriloxi-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (3)

O monoémero funcional 7-acriloxi-3°,4’,3,5-tetracetilquercetina (3) foi sintetizado
a partir da quercetina comercial através de 3 passos reacionais que consistem: 1)
acetilacdo; 2) desacetilacdo seletiva; e 3) esterificagdo. O primeiro passo consistiu na
acetilagdo dos cinco hidroxilos da quercetina utilizando o anidrido acético em meio basico
(utilizou-se a piridina como solvente), sob refluxo com a temperatura controlada a 120°C
durante 5h (Esquema 2) [72]. O 3°,4°,3,5,7-pentacetilquercetina (1) foi sintetizado com
sucesso, com um rendimento de 67,9%, e a sua estrutura foi confirmada por

espectroscopia de RMN de 'H e '*C APT.

O O
AOJJ\
Piridina
Refluxo, 5h
OH O
Quercetina (1)

Esquema 2. Sintese de 3°,4°,3,5,7-pentacetilquercetina (1)

O segundo passo consistiu na desacetilagdo seletiva do grupo acetilo da posigao 7
da quercetina. Reagiu-se o composto 1 com 2 eq. de imidazol em DCM a temperatura de
-15°C, (Esquema 3) de acordo com o procedimento descrito por Mattarei et al. [72]. O
produto 4 foi obtido com um rendimento de 47,0% apds purificacdo por cromatografia

em coluna. A estrutura do produto 4 foi confirmada por espectroscopia de RMN de 'H e

3C APT.
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Esquema 3. Sintese da 7-hidroxi-3°,4’,3,5-tetracetilquercetina (2)

A reacdo de esterificagdo do 7-hidroxi-3’,4°,3,5-tetracetilquercetina (2) ocorreu usando
NEt3, que funcionou como base para desprotonar o grupo hidroxilo, formando um
alcoxido que consequentemente ataca o cloreto de acriloilo, formando o 7-acriloxi-
3°,4°,5,7-tetraacetilquercetina (3) com um rendimento de 48,9% (Esquema 4). Trata-se
de uma substituicdo nucleofilica acilica (SNac). A estrutura do produto obtido foi

confirmada por espectroscopia de RMN de 'H e '*C APT.

\/?J\ OAc
S (2eq) O
Cl o) 0

- = OAc
NEt; (1.2 eq) Y O |

DCM, TA © OAc
5h

OAc O

(2) (3)
Nn=48,9%

Esquema 4. Sintese da 7-acriloxi-3',4",3,5-tetracetilquercetina (3)

3.1.1.2 Sintese da 3-acriloxi-3’,4’,5,7-tetrametilquercetina (5)

A sintese do mondémero funcional 3-acriloxi-3°,4’,5,7-tetrametilquercetina (5) foi
realizada em duas etapas, a primeira consistiu na preparacao do intermediario 3-hidroxi-

3’4’5, 7-tetrametilquercetina (4), e a segunda envolveu uma reagao de esterificacao.

Para a sintese da 3-hidroxi-3’4’,5,7-tetrametilquercetina (4) utilizou-se o método
descrito por Kajjout ef al. [73] que consistiu na metilacdo da (+)-rutina através da

desprotonacao dos grupos hidroxilos com a base K2COs e subsequente ataque
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nucleofilico ao iodometano (Mel) em DMF, formando assim a quercetina metilada (4)
(Esquema 5). O mecanismo envolvido ¢ uma substituicao nucleofilica bimolecular (SN2).
Seguidamente, ocorre a reagdo de hidrolise do grupo O-rutinosideo em meio acido usando
uma solu¢do metanodlica acida, obtendo-se o 3-hidroxi-3’4’,5,7-tetrametilquercetina (4)
com um rendimento de 96,1%. Ap6s caracterizagdo por RMN de 'H e de *C confirmou-
se a obten¢do do produto pretendido puro, ndo tendo sido necessario qualquer tipo de

purificacao (Esquema 5).

Mel H2804 4%
—_— E——— OMe O
DMF, TA T=115°C, 3h
Durante a noite (4)
n= 96%
HO* T OH HOY OH
(+)- Rutina OH

Esquema 5. Sintese de 3-hidroxi-3°,4°,5,7-tetrametilquercetina (4) a partir da (+)-rutina

A segunda epata consistiu na reacdo de esterificagdo do 3-hidroxi-3’4’,5,7-
tetrametilquercetina (4) ocorreu através da substitui¢do nucleofilica acilica (SNac).
Utilizou-se NEts3, que funcionou como base para desprotonar o grupo hidroxilo, formando
um alcoxido que consequente ataca o cloreto de acriloilo, formando o 3-acriloxi-3’,4°,5,7-

tetrametilquercetina (5) com um rendimento de 78,9% (Esquema 6).

Esquema 6. Sintese de 3-acriloxi-3,4’,5,7-tetrametilquercetina (5)
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3.1.2 Caracterizacao dos Mondmeros funcionais:

A caracterizagdo estrutural de todos os compostos sintetizados durante a realizacao
desta dissertacdo de mestrado foi realizada por espectroscopia de ressonancia magnética
de 'H e '*C APT (attached proton test) que atribui multiplicidade C-H em '*C permitindo
identificar os diferentes tipos de carbono da molécula (CH, CHz, CH3 e CR4). Os grupos
metino (CH) e metilo (CH3) aparecem no espectro para baixo, os carbonos quaternarios
(CR4) e grupos metileno (CH2) aparecem para cima [74]. Apenas discutiremos a
caracterizagdo estrutural dos dois monomeros funcionais, pois os intermediarios ja sdo

conhecidos da literatura e os espectros obtidos presentam o mesmo perfil.

3.1.2.1 7-acriloxi-3’,4°,3,5-tetracetilquercetina (3)

Confirmou-se a estrutura do 7-acriloxi-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (3) através da
analise do espectro de RMN de 'H (Anexos, Figura A1), os protdes referentes aos quatro
metilos (-CH3) dos grupos acetilos apresentam-se sob a forma de 3 singuletos com desvios
quimicos () entre 2,33 e 2,44 ppm, sendo que 2 singuletos apresentam integracao de 3H
e outro com integragdo de 6H (ocorreu a sobreposicdo de dois metilos). Os sinais
referentes aos 5 protdes caracteristicos dos grupos CH da quercetina aparecem sob a
forma de quatro dupletos (6=6,92 ppm com J= 4,0 Hz, 6=7,35 ppm ¢ J= 8,0 Hz, 6=7,4
ppm e J= 4,0 Hz, 6=7,7 ppm e J=4,0 Hz) ¢ um duplo dupleto (dd) com 6= 7,7 ppm ¢
J=4,0 Hz e J=8,0 Hz. Os sinais dos 3 protdes da ligagdo dupla do acrilato apresentam-se
sob a forma de 3 dd, sendo que os dd referentes aos protdes do —CHz aparecem com
0=6,67 ppm ¢ J=1,0 J/=17,0 Hz ¢ 6= 6,1 1ppm J= 1,0 Hz ¢ J=10,0 Hz, e o dd referente ao
—CH apresenta-se com 6= 6,32ppm, J= 10,0 Hz ¢ J/=17,0 Hz.

Através da analise do espectro de RMN de '3C APT (Anexos, Figura A2) obtido
para o monomero funcional 7-acriloxi-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (3) verificou-se que
o composto sintetizado apresenta os CH caracteristicos da quercetina e da liga¢ao dupla,
nos seguintes desvios quimicos de 109,1, 114,0, 123,9, 124,1, 126,6 127,2 ppm. Os sinais
dos carbonos dos 4 grupos —CH3 referentes ao acetilo aparecem a 20,7, 20,8 (integragdo

de 2), 21,2 ppm.
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3.1.2.2 3-acriloxi-3’,4°,5,7-tetrametilquercetina (5)

Confirmou-se a estrutura do 3-acriloxi-3’,4’,5,7-tetrametilquercetina (5) através
da analise do espectro de RMN de 'H (Anexos, Figura A3), os protdes referentes aos
quatro metilos (-CH3) dos grupos metoxilicos apresentam-se sob a forma de 4 singuletos
com desvios quimicos entre 3,90 e 3,94 ppm. Os sinais referentes aos 5 protdes
caracteristicos dos grupos -CH da quercetina aparecem sob a forma de quatro dupletos
(6=6,36 ppm com J= 2,4 Hz, 6= 6,52 ppm e J= 2,3 Hz, 6= 6,94 ppm e J= 8,6 Hz, 6=7,37
ppm e J= 2,0 Hz) e um duplo dupleto (dd) com 6= 7,48 ppm e J= 2,1 Hz ¢ J=8,5 Hz. Os
sinais dos 3 protdes da ligacao dupla do acrilato apresentam-se sob a forma de 3 dd, sendo
que os dd referentes aos protdes do —CHz aparecem com 6= 6,02 ppm e J=1,3 Hz e J=10,4
Hz e 6= 6,63ppm e J= 1,3 Hz e J=17,3 Hz, e o dd referente ao —CH apresenta-se com 6=
6,37ppm, J=10,5 Hz ¢ J/=17,3 Hz.

Através da analise do espectro de RMN de '*C APT (Anexos, Figura A4) obtido
para o mondmero funcional 3-acriloxi-3’,4°,5,7-tetrametilquercetina (5) verificou-se que
a composto sintetizado apresenta os —CH caracteristicos da quercetina e da ligagao dupla,
nos seguintes desvios quimicos de 92,7, 96,2, 110,9, 111,0, 121,8 e 127,3 ppm. Os sinais

dos carbonos dos 4 grupos —CH3 referentes ao metdxi aparecem a 55,9, 56,1, 56,1 ¢ 56,4

3.2 Preparacio e Caracterizacio dos Polimeros Impressos Molecularmente

3.2.1 Sintese de Polimeros Molecularmente Impressos (MIPs)

O principal objetivo deste projeto de mestrado foi a sintese dos MIPs utilizando
como monomeros funcionais derivados de quercetina. Com os compostos (3) e (5) em
maos, procedeu-se a sintese dos MIPs/NIPs para o donepezilo. No esquema 7, esta
representado genericamente o processo de sintese de um MIP, que envolve a utilizagao
de mondmeros funcionais, agentes de ligacao cruzada (crosslinkers), porogénio, iniciador

radicalar e, obviamente, a molécula modelo, o donepezilo, que serve como molde. Este
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processo de sintese ocorre em trés etapas, designadas como: a) pré-polimerizagdo; b)

polimerizagao; e c¢) extracao.

o
FEI/
N Pré-Polimerizacao

H

Porogénio
P
s N\
Monémero AN
Funcional Agente de ligagdo Polimerizagdo
Cruzada
(Iniciador Radicalar)
T=70°C
Extracao
| Cavidade ¢ %l
L ® te ) —
Impressa N

Adsorgao

Esquema 7. Esquema genérico para a sintese de polimeros molecularmente impressos (MIP)

seletivo para o donepezilo.

A primeira etapa, a pré-polimerizacdo, ¢ uma das mais importantes para a
formacgao das cavidades molecularmente impressas. Nesta etapa, ocorre a formagdo de
um complexo entre a molécula modelo, o donepezilo, e os mondémeros funcionais por
meio de interagdes intermoleculares, como ligagdes de hidrogénio, interacdes m—m e
forcas de Van der Waals. No caso do donepezilo, este pode atuar como aceitador de
ligagdes de hidrogénio e estabelecer interagdes m—m com sistemas aromaticos, como
ilustrado no esquema 8. Nesta etapa, também ¢é fundamental considerar o porogénio
(solvente) a ser utilizado, pois ele deve ser capaz de dissolver todos os reagentes

envolvidos na sintese sem, no entanto, apresentar forte tendéncia a formar interagcdes
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intermoleculares com o donepezilo. Isto ¢ crucial para evitar interferéncias na formagao

do complexo entre o donepezilo e os mondémeros funcionais.

O
_0O
\O — » ligagcoes de H
T Cl — interagbes n—n
N®
/
. H
Donepezilo*HCI /4

Esquema 8. Potenciais interagoes entre o donepezilosHCl e os mondmeros funcionais.

A segunda etapa consiste na polimerizagao entre os mondémeros funcionais e o
crosslinker, permitindo a formagdo das cavidades impressas. Neste passo, utilizou-se a

polimerizacdo em bulk com um iniciador radicalar (AIBN) por iniciacdo térmica.

Por fim, a terceira etapa corresponde a extracdo da molécula modelo, o
donepezilo, das cavidades impressas. Para isso, foi utilizada a extragao por Soxhlet com
solventes capazes de dissolver o donepezilo e, simultaneamente, remover os residuos da

sintese.

Na tentativa de encontrar o MIP com melhores propriedades de reconhecimento
molecular, perfil de libertacdo otimizado e baixa toxicidade, diversos mondmeros
funcionais e crosslinkers foram utilizados na preparacao de nove MIPs e dos respetivos
NIPs (Figura 11). Como monoémeros funcionais, foram utilizados acido acrilico (Ia),
acrilamida (Ib) e os compostos (3) e (5), em diferentes razdes estequiométricas. Como
crosslinkers, foram utilizados EGDMA e TMPTA. A composi¢do dos diferentes MIPs e

NIPs esta representada na tabela 2.

42



Tabela 2. Constituig@o dos polimeros sintetizados MIPs/NIPs.

Mondmero | Mondémero Crosslinker (eq.) Massa do
la-b (eq.) | 3ou5(eq.) Polimero (mg)

MIP-1 Ia (4) - EGDMA (14) 305,0
NIP-1 Ia (4) - EGDMA (14) 188,0
MIP-2 Ia (4) - TMPTA (14) -

NIP-2 Ia (4) - TMPTA (14) -

MIP-3 Ia (3) 3(1) EGDMA (14) 301,0
NIP-3 Ia (3) 3(1) EGDMA (14) 290,0
MIP-4 Ib (1,7) 3(2) EGDMA (20) 4440
NIP-4 Ib (1,7) 3(2) EGDMA (20) 984,0
MIP-5 Ib (1) 3(2) EGDMA (20) 560,0
NIP-5 Ib (1) 3(2) EGDMA (20) 131,0
MIP-6 Ia (3) 5(1) EGDMA (14) 519,0
NIP-6 Ia (3) 5(1) EGDMA (14) 546,0
MIP-7 Ia (2) 5(2) EGDMA (14) 310,0
NIP-7 Ia (2) 5(2) EGDMA (14) 359,0
MIP-8 Ia (3) 5(1) TMPTA (14) 494.,0
NIP-8 Ia (3) 5(1) TMPTA (14) 272,0
MIP-9 Ia (2) 5(2) TMPTA (14) 762,0
NIP-9 Ia (2) 5(2) TMPTA (14) 515,0
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Figura 11. Estruturas dos monomeros funcionais e crosslinkers utilizados na sintese dos
polimeros.

Os monomeros funcionais derivados da quercetina 3 e 5 possuem os grupos
hidroxilo protegidos por acetilos e metilos, respetivamente, o que reduz sua capacidade
de doar liga¢des de hidrogénio para a formag¢ao do complexo com a molécula modelo, o
donepezilo. Para superar essa limitagdo, foi necessario combina-los com mondémeros
comerciais que sejam bons doadores de ligagdes de hidrogénio, como € o caso do acido
acrilico Ia e da acrilamida Ib. Essa estratégia possibilita a formac¢do de um complexo
mais estavel, favorecendo a criagdo de cavidades impressas com maior seletividade e

eficiéncia.

Na preparacdo destes MIPs/NIPs, também foram utilizados dois crosslinkers
diferentes, 0o EGDMA e o TMPTA, que se diferenciam na capacidade de estabelecer,
respetivamente, duas e trés ligacdes com os monoémeros funcionais, permitindo a
formagao de cavidades mais robustas. Estudos computacionais previamente realizados
pelo grupo de investigagdo, demonstraram que os crosslinkers t€ém um papel fundamental
na etapa de pré-polimerizacao, pois permitem a estabilizacdo do complexo formado entre

molécula modelo e os monomeros funcionais [75].

Os diferentes polimeros foram sintetizados através da polimerizagao em bulk, um
método ja muito explorado pelo grupo de investigagdo [75, 76, 77]. Utilizou-se como
porogénio a mistura de solventes acetonitrilo:DMSO:CHCls (5:1:1) e o 2,2-Azobis(2-
metilpropionitrilo) (AIBN) como iniciador radicalar através do estimulo da temperature

(70°C). De acordo com a tabela 2, diferentes mondmeros funcionais e proporc¢des foram
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utilizadas, sendo de 4 equivalentes relativamente ao donepezilo, e os crosslinkers foram
usados nas quantidades de 14 ou 20 egs.. Os polimeros foram obtidos sob a forma de
blocos, tendo sido necessario ser pulverizados ap6s a extracao da molécula modelo com

solventes polares, mistura de metanol:acido acético (9:1) e metanol.

3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica- Composicdo quimica — FTIR-ATR

Os MIPs e respetivos NIPs preparados para o donepezilo foram caracterizados
quanto a composicdo quimica por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier utilizando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR), permitindo a
identificacao dos principais grupos funcionais presentes nos polimeros. Os espectros

encontram-se nas figuras 12 a 14.

Na figura 12 estdo apresentados os espectros referentes aos MIPs e NIPs sem
flavonodide (MIP/NIPs-1 e 2) preparados apenas com acido acrilico Ia. Os espectros FTIR
dos polimeros preparados a base da quercetina acetilada (mondémero 3) combinada com
os monomeros comerciais Ia (MIP/NIP-3) e Ib (MIP/NIP-4) estao representados na
figura 13. Os espectros FTIR apresentados na figura 14 referem a caracterizagdo dos
polimeros feitos a base do mondémero 5. Os MIP/NIPs-6 e 7 foram sintetizados com o

crosslinker EGDMA e os MIP/NIPs-8 ¢ 9 com TMPTA.

Os espectros apresentados nas figuras 12, 13 e 14 permitem observar que todos
os polimeros (MIP/NIP-1, 2, 3,4, 6,7, 8 ¢ 9) apresentam bandas de estiramento da ligagao
C-0O entre 1132 e 1258 cm™, indicando a presenga de grupos funcionais éster e éter,
provenientes dos mondémeros ou dos agentes de reticulagio EGDMA e TMPTA. As
bandas de estiramento da ligagdo C—H alifatica, observadas entre 2938-2962 cm™,
confirmam a presen¢a de cadeias alifaticas nas redes poliméricas. Por fim, a banda que
surge na regido de 1720-1728 cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo C=O,

evidenciando a presenca da fun¢do éster em todos os polimeros analisados.

Os MIP/NIP-3 e 4 apresentam, de forma particular, uma banda pouco acentuada
a 3572 cm™', que pode estar associada ao estiramento das ligagdes O-H ou N-H,
indicando a presenca dos mondmeros Ia e Ib nos MIP/NIP-3 e 4, respetivamente. Por sua

vez, os MIP/NIP-6 a 9 também exibem uma banda de baixa intensidade a 3602 cm™,
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atribuida ao estiramento da ligacdo O—H, o que confirma a presen¢ca do mondémero Ia.
Além disso, observa-se uma bandaa 1610 cm™, correspondente a vibragao de estiramento
da ligacao C=C, que sugere a presenga de grupos acrilato livres e dos anéis aromaticos da

quercetina na matriz polimérica.

Através da comparacdo dos espectros dos MIPs com os correspondentes NIPs,
nao se observam diferencas entre os mesmos, o que indica que os polimeros apresentam
a mesma composi¢do quimica. Compararam-se também os espectros dos polimeros com
o do donepezilo e ndo se observou a presenga deste na rede polimérica, o que confirma a

sua extracdo total apos a sintese.

T{ua.)
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Donepezilo —MIP-1 —MIP-2 NIP-1 —NIP-2

Figura 12. Espectros de FTIR do donepezilo e dos polimeros sintetizados com acido acrilico Ia
(MIP/NIP-1 e 2).
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Figura 13. Espectros de FTIR do donepezilo e dos polimeros preparados com o monémero 3.
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Figura 14. Espectros de FTIR do donepezilo e dos polimeros feitos a base do monémero 5. Os
MIP/NIPs-6 e 7 com EGDMA e os MIP/NIPs-8 ¢ 9 com TMPTA.

3.2.2.1 Morfologia - SEM

Oito dos nove MIPs e respetivos NIPs preparados neste projeto foram
caracterizados quanto a sua morfologia por microscopia de varrimento eletronica (SEM).
As imagens de SEM, obtidas com ampliacdo de 1000x para cada um dos polimeros, estdo
apresentadas na tabela 3. Infelizmente, ndo foi possivel adquirir imagens com ampliagao
maior devido a um problema técnico no equipamento SEM utilizado. Consequentemente,

as informagdes obtidas a partir dessas imagens sobre a morfologia dos MIPs e seus
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respetivos NIPs foram bastante limitadas e ndo permitiram tirar conclusdes sobre o efeito

da molécula modelo no processo de polimerizagao.

Tabela 3. Imagens de SEM dos polimeros preparados.
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3.3 Ensaios de Reconhecimento Molecular

3.3.1 Identificacdo e Quantificacdo do Donepezilo

Os ensaios de reconhecimento molecular tém como finalidade avaliar a
capacidade de retengdo dos materiais poliméricos preparados (MIPs e NIPs) para a
molécula modelo, o donepezilo. Primeiro, tragou-se uma recta de calibracdo para o
donepezilo a partir de solugdes padrao de concentragdo conhecida, com o objetivo de se
dosear o donepezilo. Na figura 15, encontra-se o grafico referente a curva de calibragao,

com a reta tracada segundo a equagdo: y = 0,0321x — 0,0777, com um R? = 0,99973.
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Figura 15. Curva de calibracdo de donepezilo a 272 nm.

3.3.2 Avalia¢io da Capacidade de Reconhecimento Molecular

A avaliag¢do da capacidade de reconhecimento molecular dos MIPs e respetivos
NIPs para o donepezilo foi realizada inicialmente para os MIP/NIP-1 e MIP/NIP-2.
Foram testadas massas de 5, 10 ¢ 25 mg de polimero, cada uma incubada com solugdes
aquosas de donepezilo-HCI em concentracdes de 12,5, 25, 90 e/ou 180 mg/L, designadas
como concentragdes iniciais (Cop), por 30 minutos a 37°C. Em seguida, determinou-se a
concentragdo no sobrenadante (Cs) por espectrofotometria de UV-Vis, utilizando a curva
de calibracdo representada na Figura 16. A concentracdo adsorvida de equilibrio (Ce),

correspondente a quantidade adsorvida do composto, foi calculada pela formula (1):

Co =Co —Cs (1)

A capacidade de adsor¢ao no equilibrio (g.) foi determinada pela férmula 2:

ge=(CexV)/m (2)

Onde V ¢ o volume da solugdo em litros € m a massa do polimero em gramas.

Os resultados obtidos nos ensaios de reconhecimento molecular, apresentados nas figuras
16, 17, 18 e 19, evidenciam a capacidade diferenciada dos MIPs em relagdo aos NIPs na

adsor¢ao do donepezilo.
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No caso do MIP e NIP-2 foi realizado um estudo do efeito da massa do polimero
no reconhecimento/adsor¢do do donepezilo-HCI. Os MIP e NIP-2 foram estudados nas
massas de 5, 10 e 25 mg, que foram incubadas com trés solugdes de donepezilo-HCI de
concentragdes 25, 90 e 180 mg/L, durante 30 minutos a T= 37°C, e as capacidades de

adsor¢do encontram-se na figura 16.

Polimero com Ia: MIP/NIP-2

50,00
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35,00
30,00
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10,00
5,00
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—e— MIP2(5mg) —O—NIP-2(5mg) —=— MIP-2 (10 mg)
—O —NIP-2(10mg) —&— MIP-2(25mg) —aA — NIP-2 (25 mg)

e (Mg/g)

Figura 16. Avaliagdo da capacidade de adsor¢do do donepezilo nos MIP/NIP-2 (sem
flavondide).

Os resultados obtidos (Figura 16) indicam que a menor massa de polimero (5 mg)
proporcionou maior capacidade de adsor¢cdo, atingindo um valor de q. de
aproximadamente 36 mg/g na maior concentracdo testada. As massas de 10 e 25 mg
apresentaram valores de . muito semelhantes, sugerindo a satura¢do dos sitios de
adsorc¢do. Contudo, nao foram observadas diferencas significativas entre os MIPs e seus
respetivos NIPs, o que pode indicar que, para esses sistemas, o reconhecimento seletivo
ainda ¢ limitado. Na sintese do polimero as interacdes especificas das ligacdes de
hidrogénio entre o, acido acrilico (Ia) e o donepeziloeHCI (Figura 17) favorecem a
formagao de cavidades com caracteristicas especificas para a adsor¢cdo de donepezilo.
Como resultado disto, o donepezilo ¢ encapsulado de forma eficiente na matriz polimérica
do MIP-2 e consequentemente, seria de esperar uma maior capacidade de adsor¢cdo. Em

contrapartida, o NIP-2 (5 mg de polimero), que ndo contém esses sitios especificos,
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apresenta valores de capacidade de adsor¢do muito semelhante. Esse fenomeno pode ser
atribuido a interagdes inespecificas entre o donepezilo e a matriz polimérica, refor¢gando
a necessidade de um controle rigoroso na formulagao dos polimeros para minimizar esses

efeitos.
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Figura 17. Potenciais interagdes por ligagdes de hidrogénio entre o acido acrilico (Ia) e o
donepezilo*HCI.

Os polimeros MIP/NIP-1 foram avaliados sob as mesmas condig¢des
experimentais, com 5 mg de polimero em solugdes de donepezilo*HCI nas concentragdes
de 12,5, 25 e 90 mg/L (Figura 18). Nesse sistema, foram utilizados 4 eq. do mondémero
Ia e o agente de reticulagdo EGDMA. Os resultados (Figura 18) revelam uma adsor¢ao
de 24,35 mg/g para o MIP-1 e 16,2 mg/g para o NIP-1 (90 mg/L), indicando que o MIP
apresenta maior capacidade de adsorcao, sugerindo a formagao de cavidades especificas.
O MIP e NIP-2 apresentaram uma capacidade de adsor¢ao maior, mas por outro lado sdo
menos selectivos que o MIP-1, uma possivel justificacdo pode ter sido pela utilizagao do
EGDMA como agente de reticulagio que pode ter contribuido para a rigidez e

organiza¢do adequada da matriz, aumentando a seletividade do polimero.
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Polimero com Ia: MIP/NIP-1
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Figura 18. Avaliagdo da capacidade de adsor¢ao do donepezilo nos MIP/NIP-1 (sem monomero
a base de quercetina).

Os MIPs 3 e 4 foram sintetizados com o monémero 3 combinado com os
monomeros la e Ib, nas razdes de 1:3 e 2:2, respetivamente. Os ensaios foram realizados
com 5 mg de polimero e incubados com solugdes de donepezilo*HCI nas concentragdes
de 12,5, 25 ¢ 90 mg/L, durante 30 min. a temperatura de 37 °C. A capacidade de adsor¢ao
obtida foi baixa (entre 17,1 e 19,7 mg/g para 90 mg/L), sem diferencga significativa entre
os MIPs e seus respetivos NIPs, o que indica falha na formacao de cavidades impressas
(Figura 19). A presenga dos grupos acetilo no monémero 3 podera também ter introduzido
um efeito estéreo significativo, limitando a aproximacao e o alinhamento adequado da
molécula modelo. Este potencial impedimento espacial, aliada a reduzida capacidade
doadora de ligagdes de hidrogénio, pode ter dificultado a formagdo de complexos

estaveis, fundamentais para a formagao das cavidades impressas.

54



Reconhecimento de Polimero a base de composto 3
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Figura 19. Avaliagdo da capacidade de adsor¢@o do donepezilo nos MIPs/NIPs a base de
composto 3.

Os MIPs e NIPs 6 a 9 foram sintetizados utilizando o composto S (quercetina
metilada) e o 4cido acrilico Ia como mondmeros funcionais, nas razdes estequiométricas
de 1:3 e 2:2, para os MIPs/NIPs 6 e 7 e MIPs/NIPs 8 e 9, respectivamente. Para os MIPs
e NIPs 6 e 7 foi utilizado o EGDMA como agente de ligagdo cruzada, enquanto nos MIPs
e NIPs 8 ¢ 9 se recorreu ao TMPTA. Na figura 20 estdo representados os potenciais
complexos formados entre os monomeros € o donepezilo, através de interagcdes por

ligacdes de hidrogénio e interagdes m—m.
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Figura 20. Potenciais complexos formados entre os mondmeros Ia e composto 5.

Os ensaios de reconhecimento (Figura 21) com 90 mg/L de donepezilo*HCI, o
MIP-6 apresentou adsor¢ao de 25 mg/g, enquanto o MIP-7 alcangou 17 mg/g. Acredita-
se que a maior quantidade de acido acrilico (Ia) no MIP-6 favoreceu a formagdo de
complexos mais estaveis, porém, novamente, nao houve diferenca significativa entre MIP
e NIP. Por outro lado, os MIPs 8 e 9 apresentaram capacidades de adsor¢do mais elevadas
de 34,5 e 38,9 mg/g, respetivamente. A substituicdo do agente de reticulagdo por TMPTA
parece ter contribuido para o aumento da afinidade e seletividade dos polimeros. Os
resultados indicam que os MIPs 8 e 9 foram os sistemas com melhor desempenho,
apresentando capacidades de adsor¢do ligeiramente superiores as de seus NIPs (cerca de
30,9 mg/g). O MIP-9 destacou-se como o mais seletivo, com uma diferenga de retengao
de aproximadamente 10 mg/g em relagdo ao seu NIP. O comportamento observado sugere
que a eficiéncia de adsorcdo aumenta com o aumento da concentragdo inicial de

donepezilo, até um ponto de saturacao dos sitios de adsorcao.

Estes resultados corroboram estudos anteriores que evidenciam a eficiéncia do imprinting
molecular para farmacos especificos, demonstrando que a técnica pode ser uma estratégia
promissora para aplicacdes em sistemas de libertagcdo controlada e sensores biomiméticos
[78, 79]. Apesar dos resultados, observou-se adsor¢do significativa em alguns NIPs,
como o NIP-2 (5 mg) e os NIPs 3 a 7, o que evidencia a necessidade de aprimoramentos

na formulacgao e sintese dos polimeros para minimizar as interagdes inespecificas.
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Investigacdes futuras devem considerar pardmetros como a escolha e propor¢cdo dos
monomeros, tipo e quantidade de agente de reticulagdo, bem como o tempo e até mesmo
o método de polimerizagdo, a fim de aumentar a seletividade e a eficiéncia dos MIPs

desenvolvidos.

Polimero a base de composto 5
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—X — NIP-7 (5 mg) —Ai— MIP-8 (5 mg) —A — NIP-8 (5 mg)

—&— MIP-9 (5 mg) —Q — NIP-9 (5 mg)

Figura 21. Avaliacdo da capacidade de adsor¢do do donepezilo nos MIPs/NIPs a base do
composto 5.

3.4 Ensaios Bioldgicos

3.4.1 Avaliacio do potencial inibitorio de colinesterases pelos materiais

preparados

Como um dos objetivos deste projeto foi que os mondmeros a base de falvonoides,
os proprios polimeros e os seus produtos de degradacdo possuissem propriedades
anticolinesterasicas, portanto os mondmeros 3 e 5, e alguns dos polimeros selecionados
foram testados como potenciais inibidores das enzimas AChE e BuChE, cuja atividade

enzimatica foi avaliada através do método de Ellman. Primeiramente, avaliou-se a
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inibi¢do enzimatica da eeAChE e eqBuChE pelo donepezilo, utilizando as condi¢des
anteriormente optimizadas pelo grupo de investigacdo [68]. Estudou-se a gama de
concentragoes de 0,3 - 312 nM (concentragdes finais). Os graficos dose-resposta
(atividade enzimatica vs Log [inibidor]) permitem definir os patamares de maximo e
minimo de inibi¢ao, apartir dos quais se calculam as percentagens de inibi¢do. Os graficos
de inibi¢do dose-resposta obtidos para cada enzima estdo apresentados nas figuras 22 e
23. De forma a analisar devidamente os resultados dos novos materiais, utilizou-se o
composto donepezilo como inibidor padrdo, visto que ¢ o farmaco que pretendemos
entregar. Obtiveram-se os valores de concentragdo de donepezilo que inibem 50% da
atividade enzimatica (ICso) de 60,97+£0,62 nM e 3,09+ 0,39 uM para a eeAChE e

eqBuChE, respetivamente.
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Figura 22. Curva de inibi¢ao dose-resposta para o donepezilo contra a eeAChE (ICso = 0,06097
+0,00621 uM ou 60,97+0,62 nM).
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Figura 23. Curva de inibi¢cdo dose-resposta para o donepezilo contra a eqBuChE (ICso = 3,09+
0,39 uM).
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Na tabela 4 sdo apresentados os resultados de percentagem de inibicdo das
enzimas colinesterases (e¢eAChE e eqBuChE) pelo donepezilo, pelos compostos 3 ¢ 5,
bem como pelos MIP e NIP-9, na forma livre e apds encapsulacdo de donepezilo. Como
esperado, o donepezilo a concentragdo de 100 pM apresentou inibi¢ao de 100% de ambas
as enzimas, confirmando a sua eficacia reconhecida como inibidor da eeAChE e da

eqBuChE.

Tabela 4. Inibigdo das colinesterases (AChE ¢ BuChE) pelos polimeros ndo carregados e
carregados com donepezilo e pelos monémeros funcionais. eeAChE (ICso = 0,06 £0,01 uM) e
eqBuChE (ICso = 3,09+ 0,39 uM).

Inibicao (%)
Compostos/materiais | Concentracio
eeAChE eqBuChE

Donepezilo 100,0 uM 100,0+0,6 100,0+5,8
Composto 3 159,8 uM 1,0+4,5 24,7+3,9
Composto 5 200,0 uM 15,54£3,2 25,1£5,8
MIP-9 30,0 ug/mL 13,5+1,5 NI
NIP-9 30,0 ug/mL 5,1+£3.3 NI
MIP-9+Dpz (0,7pug) 30,0 pg/mL 52,2+0,7 NI
NIP-9+Dpz (0,6.2) 30,0 pg/mL 51,7+1,8 NI

NI: Nao inibe

Por outro lado, os compostos 3 e 5, testados nas concentragdes de 159,8 ¢ 200,0 uM,
respetivamente, revelaram uma atividade inibitéria bastante reduzida, especialmente
contra a eeAChE (1,0% e 15,5%). O composto 5 demonstrou atividade inibitoria
ligeiramente superior em ambas as enzimas, particularmente na eqBuChE (25,1%), o que

poderé indicar alguma afinidade seletiva, embora insuficiente para ser considerado eficaz.

Quanto aos MIP e NIP-9 sem donepezilo encapsulado, os resultados mostram baixa
atividade contra a eeAChE (13,5% para MIP-9 e 5,1% para NIP-9) e auséncia de inibi¢do
contra a eqBuChE. Estes dados confirmam que o proprio material polimérico, na auséncia

do farmaco, ndo apresenta atividade inibitoria significativa.

Por sua vez, os MIP e NIP-9 carregados com 0,7 and 0,6 pg de donepezilo,
respectivamente, demonstraram atividade inibitéria significativa contra a eeAChE

(aproximandamente 52%), ainda que inferior a do farmaco livre. Este resultado sugere
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que o donepezilo foi eficientemente encapsulado nos polimeros e libertado em quantidade
suficiente para exercer efeito bioldgico, validando o potencial dos MIPs como sistemas
de entrega controlada. A auséncia de inibicao da eqBuChE nestes casos pode dever-se a
quantidade do farmaco libertado ndo ter sido suficiente para inibir esta enzima, que tem

um ICso superior comparativamente a eeAChE.

Importa ainda referir que os MIPs e NIPs 2, 3, 4 e 8 (sem donepezilo encapsulado),
foram também testados a concentragdo de 30 pg/mL, e ndo apresentaram qualquer

atividade inibitoria.

3.4.2 Ensaios de Biodegradacao

A degradacao de polimeros ¢ entendida como qualquer processo quimico, fisico ou
bioquimico que leva a quebra de ligagdes covalentes na cadeia principal do polimero.
Esse processo provoca mudangas irreversiveis nas propriedades do material, devido a
alteracdes na sua estrutura quimica e a redugdo de seu peso molecular. Neste projeto de
mestrado, um dos objetivos era desenvolver MIPs que pudessem degradar-se nos seus
monomeros a base de flavonoides e simultaneamente permitir a libertacdo do donepezilo.
Os MIPs selecionados para este ensaio foram os MIPs-4 ¢ 9. O MIP-4 ¢ composto pelo
monomero 3, que, supostamente, apos a sua degradacao, libertaria o composto 2. No caso
do MIP-9, este ¢ constituido pelo mondémero S, que, de forma andloga, libertaria o
composto 4 apoés degradacdo. No entanto, devido a indisponibilidade deste ultimo
composto, optou-se por utilizar o mondémero 5 como padrdo. Primeiro, determinou-se os
comprimentos de onda de emissdo (Aemi) € de excitagdo (Aex) para os compostos 2 ¢ 5 a
utilizar na espectroscopia de fluorescéncia. Para o composto 2, 7-hidroxi-3°,4°,3,5-
tetracetilquercetina, utilizou-se 0 Aex 380 nm € Aemi 540 nm. No caso composto 5, utilizou-
se Aex 340 nm € Aemi 470 nm. Tragaram-se curvas de calibragdo para posteriormente serem
utilizadas para o doseamento dos produtos de degradacdo provenientes dos respetivos
ensaios de biodegradacao. As curvas de calibragdo e as respetivas equacdes da recta para

0s compostos 2 e 5 encontram-se representadas nas figuras 24 e 25.
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Figura 24. Curva de calibracdo do 7-hidroxil-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (2).
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Figura 25. Curva de calibracdo do composto 3-acriloxi-3°,4’,5,7-tetrametilquercetina (5).

A enzima utilizada nos ensaios de biodegradacao dos MIPs mais promissores, MIP-
4 e MIP-9, foi a proteinase K, ¢ uma serino-protéase que possui elevada atividade
enzimatica, e € responsavel pela clivagem de ligagdes peptidicas. Os MIPs selecionados
foram incubados com a enzima a 37°C durante aproximadamente 24h, seguidamente os
sobrenadantes contendo os produtos de degradagdo foram analisados por espectroscopia

de fluorescéncia, e os resultados encontram-se na tabela 5.
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Tabela 5. Resultados de ensaios de biodegradagdo dos MIPs nos respetivos monémeros.

Polimero Massa | [composto 2] Polimero Massa [composto 5]
(ng) (ng/mL) (ng) (ng/mL)
MIP-4 1080,0 | 0,049+0,007 MIP-9 1000,0 3,575+0,136
1060,0 | 0,159+0,022 1050,0 5,504+3,632
1030,0 | 0,111+0,021 1090,0 2,575+0,095
Média 0,106+0,017 | Média 3,075+0,707

Analisando os resultados obtidos, verificou-se que a degradagdo de ambos os polimeros
foi baixa, uma vez que se observou uma reduzida concentragdo dos compostos 2 € S no
sobrenadante. Estes resultados podem dever-se a enzima utilizada ndo ser a mais

adequada e também ao tempo de incubac¢ao, que foi limitado.

Os MIPs-4 ¢ 9, apds os ensaios de degradacao, foram analisados por espectroscopia FTIR-
ATR e comparados com os respetivos MIPs antes dos ensaios. Os espectros encontram-

se representados nas Figuras 26 e 27.
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Figura 26. Espectros de FTIR do MIP-4 e e MIPs apo6s o ensaio de degradagao.
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Figura 27. Espectros de FTIR do MIP-9 e MIPs apo6s o ensaio de degradag@o.

Comparando os espectros dos polimeros degradados (PD-1 a 6) com os respetivos
MIPs-4 ¢ 9, verifica-se que os polimeros degradados apresentam um perfil espectral
semelhante, ndo se tendo observado qualquer diferenca significativa na composi¢ao

quimica dos polimeros.

Os sobrenadantes obtidos apds o ensaio de biodegradacao foram avaliados quanto
ao seu potencial de inibi¢do das colinesterases, e ndo se observou efeito inibitdrio, estes
resultados ja seriam expectaveis, pois como vimos anteriormente 0os compostos 2 e 5
mostraram fraca inibi¢do, por outro lado os produtos degradados estdo numa

concentragdo muito baixa para fornecer algum efeito inibitorio.

3.4.3 Avaliacio da citotoxicidade dos MIPs e NIPs mais promissores

Os ensaios de viabilidade celular sdo fundamentais para a avaliagdo da
citotoxicidade dos polimeros mais promissores, nomeadamente os MIP-2 (sem
mondmero a base de flavonoide), MIP/NIP-3 e 4 (constituido pelo mondémero 3) e
MIP/NIP-8 e 9 (constituidos pelo mondmero 5). Estes polimeros foram avaliados nas
concentragdes de 3,3; 10; 30 e 90 pg/mL, utilizando-se a linha celular de cancro da mama

humano MCF-7. Foram utilizados diferentes métodos para avaliagdo da viabilidade
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celular, um deles dirigido a integridade metabdlica e outro dirigido a integridade

membranar.

3.4.3.1 Avaliacao do efeito dos MIPs e NIPs na viabilidade metabdlica celular

O método WST-8 foi utilizado para avaliar a viabilidade metabodlica da linha
celular. Este ensaio baseia-se na capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem
o composto WST-8, um sal de tetrazdlio, originando formazano, que pode ser

quantificado por espectrofotometria.

Os ensaios de viabilidade celular permitiram avaliar o potencial citotéxico dos
polimeros MIP/NIP mais promissores desenvolvidos ao longo deste estudo. De acordo
com os resultados obtidos (Figura 28), nenhum dos polimeros testados gera perda de
viabilidade celular, na gama de concentragdes avaliada (entre 3,3 ¢ 90 pg/mL), com
excegdo da NIP 3 que induz perda de viabilidade de 53% na concentragdo mais alta
avaliada. O MIP correspondente (MIP 3) nao apresenta efeito citotoxico, portanto a
toxicidade do NIP-3 nao deve poder ser atribuida aos constituintes individuais, mas antes
a outras propriedades intrinsecas do polimero (como adsor¢do de componentes do meio
essenciais para a sobrevivéncia, por exemplo), ndo observadas nos outros materiais

produzidos.

O efeito do donepezilo foi também avaliado (2.2 e 60 pg/mL) observando-se que
ndo apresentou qualquer efeito citotoxico, o que confirma o seu perfil de seguranca bem
estabelecido, alinhado com a sua utilizagao clinica prolongada no tratamento da Doenca

de Alzheimer.
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Figura 28. Estudo do efeito da acdo de MIP/NIPs na viabilidade celular de células MCF-7,
avaliada pelo método WST-8. Os resultados sdo expressos em % de viabilidade, calculados
relativamente ao controlo negativo (auséncia de estimulo) e controlo positivo (em que ¢ usado
SDS) e estdo apresentados como média + EPM (n>4). A anélise estatistica foi feita através do
método de comparagdo de médias Tukey-Kramer, evidenciando-se as diferencas significativas
(p>0.05) relativamente ao controlo negativo.

Em suma, os resultados obtidos mostram que os varios compostos gerados, em

particular os MIPs, ndo sdo citotoxicos nas concentragdes testadas, a exce¢ao do NIP-3.

Portanto, todos os outros materiais sdo candidatos seguros e eficazes para futuras

investigagoes.
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3.4.3.2 Avaliagido do efeito dos MIPs e NIPs na integridade membranar

O diacetato de fluoresceina (DAF) tem a capacidade de atravessar a membrana
por difusdo membranar devido a sua polaridade (DAF ¢ apolar). Quando se encontra no
interior da célula este € clivado por enzimas hidroliticas a fluoresceina, que difere do DAF
em alguns parametros, entre os quais na sua polaridade. Sendo a fluoresceina polar, fica
retida no interior da célula, a ndo ser que esta ndo tenha a membrana celular vidvel. Assim,
células com membranas integras, apresentam niveis de fluoresceina no seu interior

superiores a células com viabilidade reduzida que contenham lesdes membranares.
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Figura 29. Estudo do efeito da acdo de MIP/NIPs na integridade membranar de células MCF-7,
avaliada pelo método DAF. Os resultados sdo expressos em % de viabilidade, calculados
relativamente ao controlo negativo (auséncia de estimulo) e controlo positivo (em que ¢ usado
SDS) e estdo apresentados como média = EPM (n>4). A anélise estatistica foi feita através do
método de comparagdo de médias Tukey-Kramer, evidenciando-se as diferencas significativas
(p>0.05) relativamente ao controlo negativo.
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Nos estudos realizados (Figura 29) pode observar-se que os compostos testados
ndo afetaram negativamente a permeabilidade membranar. O polimero NIP-3, que
apresentou reducao da viabilidade celular na concentragao 90 pg/mL, ndo parece exercer
um efeito negativo sobre a integridade membranar, sendo outro o mecanismo pelo qual
exerce os seus efeitos citotoxicos. Observa-se ainda que o donepezilo tem um efeito
nefasto sobre a integridade membranar na concentragdo 90 pg/mL, uma concentragdo nao
avaliada no ensaio com WST-8.

Estes resultados apontam para uma elevada seguranca dos polimeros produzidos,
nas concentracdes testadas e na linha celular que serviu de modelo a esta andlise,
permitindo apenas excluir das fases subsequentes de estudo o NIP 4.

Sera relevante estudar ainda o potencial citotoxico noutras linhas celulares, em

particulares em linhas de células ndo tumorais e neuronais.

3.5 Ensaios de Libertacio do donepezilo in Vitro

Para os ensaios de libertacao in vitro, selecionou-se o MIP-9 e o respectivo NIP,
uma vez que o MIP apresentou uma boa capacidade de retencdo e selectividade
comparativamente com o respectivo NIP. Os ensaios foram conduzidos em trés meios
distintos, com pH 3, 5,5 ¢ 7, a fim de avaliar o perfil de libertagdo do donepezilo em
condi¢des de pH com interesse fisioldgico. O carregamento dos polimeros foi realizado
utilizando uma solu¢do aquosa de donepezilo a 400 mg/L previamente preparada. Para
isso, utilizou-se 25 mg de polimero que foram distribuidos em 12 tubos de eppendorf (6
tubos para MIP-9 e 6 tubos para NIP-9), aos quais foram adicionados 1,7 mL da solugdo
de donepezilo com 400 mg/L, que seguidamente foram incubados numa incubadora
rotativa a 37°C por 15,7 horas. A concentracao de donepezilo adsorvida foi determinada
através diferenca da Co e Cs, a Cs e determinada através da curva de calibragdo tragada
para o donepezilo nos tampdes dos diferentes pHs, os resultados estdo reportados na

Tabela S1 (Anexos).

Na figura 30, encontra-se representado a cinética de libertacao do donepezilo em
meio acido (tampao citrato de sodio, pH 3), os polimeros apresentaram uma libertagao
progressiva do fairmaco, atingindo valores 46 € 39,6% para o MIP e NIP-9 respetivamente

ao longo de 11 dias. Embora se esperasse que o MIP apresentasse uma libertagdo
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ligeiramente mais sustentada devido a presenga de sitios de reconhecimento molecular,
observou-se que a libertagdo no MIP foi ligeiramente maior em relagdo ao NIP. Esse
comportamento pode estar associado a fatores como a for¢a da interacdo farmaco-

polimero, pH do meio, a estrutura porosa do material e o grau de reticulacdo do polimero.
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Figura 30. Cinética de libertacdo de donepezilo pelos polimeros (MIP/NIP-9) em tampdo citrato
de sodio pH=3 (n = 2). Mais de 50% de libertagdo em 11 dias.

Relativamente aos ensaios de libertagdo realizados em pH 5,5 (Figura 31),
utilizando tampao PBS, a libertacdo de donepezilo foi menor, com valores inferiores a
50% no periodo avaliado. Esse resultado sugere que a interagcdo entre o donepezilo e a
matriz polimérica ¢ mais forte neste pH intermédio entre os estudados, retardando a
difusdo do farmaco para o meio externo. A menor taxa de libertagdo também pode estar
associada a um menor intumescimento do polimero nessa condi¢do especifica, de facto
ndo foram realizados ensaios de intumescimento, que ajudassem a discutir estes

resultados.
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Figura 31. Cinética de libertagdo de donepezilo pelos polimeros (MIP-9/NIP-9) em PBS pH=5,5
(n=2). Menos de 50% de libertagdo em 11 dias.

Por fim, nos ensaios realizados a pH 7 (Figura 32), o MIP-9 apresentou a maior
taxa de libertagdo, com valores superiores a 97% em 11 dias, no entanto o NIP-9 teve

uma libertagdo de apenas de 32%.
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Figura 32. Cinética de libertacdo de donepezilo pelos polimeros (MIP/NIP-9) em PBS pH=7 (n
=2) . No geral, os MIPs tiveram maior libertacdo em relagdo aos NIPs. Em 11 dias a libertacao

foi mais de 90%.
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De maneira geral, os resultados indicam que os MIPs possuem um potencial promissor
para a libertacdo controlada do donepezilo, mas apresentam um comportamento de

libertacdo que deve ser investigado em maior detalhe.

Para entender o mecanismo de libertacdo do donepezilo através dos MIP e NIP, recorreu-
se ao modelo de Korsmeyer-Peppas, que é descrito como um modelo de estudo de
libertacdo de farmacos num sistema de libertacdo controlado. Este modelo foi
desenvolvido por Korsmeyer e Peppas e permite relacionar a quantidade de farmaco
libertado com o tempo decorrido. Se considerarmos um processo sem efeito burst e
auséncia de lag time o modelo ¢é representado pela férmula 3:

Qe _  n

0= kt (3)
onde k ¢ uma constante de difusdo que leva em consideracdo as caracteristicas
geométricas e estruturais da forma de dosagem farmacéutica libertada, Q¢ ¢ a fracao do
farmaco libertado em um tempo t e Q ¢ a quantidade total de farmaco libertado. O n ¢ o
expoente de libertagdo que descreve o mecanismo de libertacdo no sistema em estudo.
Quando o valor de n<0,5 tem-se uma difusdo quase Fickiana. Nestes casos, 0 mecanismo
de libertacdo ¢ predominantemente por difusdo. Se n=1 a equacdo correspondente a
cinética de libertacdo ¢ de primeira ordem e se 0,5<n<1 o processo da transferéncia de
massa obedece um modelo ndo-Fickiano, o que quer dizer que o processo envolve mais

de um tipo de libertacdo e que Korsmeyer e Peppas designaram transporte anémalo [80].
Na versao logaritmica, a equagao de Korsmeyer-Peppas ¢
log(Q;/Qx) = nlogt +logk 4)
Esta expressdo assume a forma de uma equagao linear do tipo:
f(x)=nx+>b (5)

onde f(x) =10g(Q:;/Qc), nx =nlogt e b =logk. A partir da equacdo Korsmeyer-
Peppas, determinou-se os valores de n e kK bem como o factor de correlagao dos polimeros

nos trés meios em estudo como mostra a tabela 6.
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Tabela 6. Constante de Korsmeyer-Peppas em relagdo a libertagdo de donepezilo.

pH3 pHS,5 pH7
MIP-9 NIP-9 MIP-9 NIP-9 MIP-9 NIP-9
n 0,51+0,003 0,52+0,032 | 0,62+0,102 | 0,65+0,229 | 0,70+0,103 | 0,52+0,022
k 0,062+0,001 | 0,05+0,005 | 0,03+0,016 | 0,03+0,030 | 0,02+0,013 | 0,06+0,002
R? 0,90+0,108 0,97+0,001 | 0,91+£0,037 | 0,89+0,094 | 0,93+0,055 | 0,94+0,043

Constata-se pelos dados da tabela 4 que em meio citrato de sodio (pH=3)n=0,5¢

que, nos outros dois meios, n > 0,5.

Para muitos polimeros, a difusdo ndo ¢ descrita adequadamente pela lei de Fick. A
justificagdo deste fendmeno consiste no facto de algumas substancias provocarem um
aumento do volume no polimero. Portanto, o efeito de difusdo ndo-Fickiana pode ser
motivado pela alteragdo da estrutura e do volume do polimero devido ao intumescimento,
solubilidade e haver uma influéncia direta na mobilidade [81]. Por outro lado, o efeito
anomalo pode ser um resultado das tensdes e interagdes internas entre o polimero e o
donepezilo contido nas cavidades influenciados pelo pH do meio. As interagdes entre o
MIP e o donepezilo sdo maioritariamente interagcdes do tipo ligacdes de hidrogénio. Nas
cavidades impressas, a ionizagdo vai depender do pH do meio e influenciar a ligagdo

polimero-donepezilo que consequentemente afeta a libertagao.

Os polimeros MIP e NIP-9 sdo parcialmente constituidos por acrilatos, os grupos
funcionais presentes na matriz polimérica sdo grupos carboxilo (<COOH). Com o
aumento do pH, ocorre a dissociagdo desses grupos. O pKa do acido poliacrilico (PAA)
¢ 4,5 [82], o que significa que, para valores de pH inferiores a 4,5, os grupos carboxilo
nas cadeias do polimero permanecem maioritariamente ndo dissociados (por exemplo, a
pH 3). A pH 4,5, a proporgdo de grupos -COOH e —COO- ¢ aproximadamente igual. A
medida que o pH aumenta para valores acima de 4,5, o grau de dissociagdao do
polieletrolito cresce rapidamente; a pH 7, estima-se que praticamente todos os grupos
carboxilicos se encontrem ionizados. Estamos na presenca de polimeros responsivos ao

pH, o que facilita a compreensdo do mecanismo de libertagdo do donepezilo em diferentes
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condi¢des de pH. Em meio 4cido, a pH =3 (tampao citrato de sédio), os polimeros
encontram-se maioritariamente na forma ndo ionizada e o donepezilo (pK. do
donepezilo*HCI = 8,9) [36] encontra-se ionizado e protonado. Esta condi¢do favorece a
retengdo do donepezilo nas cavidades impressas através de interagdes por ligagdes de
hidrogénio e interagdes m—m com a matriz polimérica. Estas interacdes, embora
contribuam para a estabilizagdo do complexo, permitem uma mobilidade suficiente,
facilitando, assim, a libertacdo do farmaco por um mecanismo de difusdo controlada

(modelo de Fick) (Figura 33a).

A libertagdo do donepezilo a pH=15,5 segue um mecanismo de transporte andémalo,
tendo-se verificado que o farmaco permanece mais retido na matriz polimérica do que no
caso da libertacdo a pH = 3. A este pH, existe um equilibrio entre as formas protonadas e
ndo protonadas do polimero mas o donepezilo encontra-se ionizado e protonado. As
interagdes estabelecidas entre o fArmaco e o polimero sdo predominantemente do tipo
ligagdes de hidrogénio, eletrostaticas e n—mn (Figura 33b), as quais sdo significativamente
mais fortes, resultando numa maior retencdo do donepezilo na matriz polimérica.
Consequentemente, a libertagdo do faArmaco ocorre segundo um mecanismo de transporte

andémalo.

A libertagdo do donepezilo pelos polimeros MIP e NIP-9 em pH=7 revelou,
curiosamente, dois tipos distintos de mecanismos: transporte nao-Fickiano para o MIP e
difusdo controlada (modelo de Fick) para o NIP. A pH 7 predominam as formas ionizadas
do polimero, enquanto o donepezilo se mantém maioritariamente na sua forma protonada
e ionizado, apesar da proximidade entre o valor de pK, do fA&rmaco (8,9) e o pH do meio.
Neste contexto, prevé-se que o donepezilo estabelega principalmente interagdes
eletrostaticas e m—m com o polimero (Figura 33c). No entanto, como a matriz polimérica
apresenta cargas negativas, ocorre repulsdo entre estas, promovendo a expansao da rede
polimérica e facilitando a libertagdo do donepezilo. Como resultado, o farmaco ¢ libertado

praticamente na sua totalidade, seguindo um mecanismo de transporte ndo-Fickiano.

Uma possivel justificacdo para a baixa taxa de libertacdo do donepezilo, bem como para
o mecanismo de difusdo controlada observado no caso do NIP-9, podera residir no facto
de este polimero possuir uma rede polimérica menos organizada e desprovida de

cavidades impressas. Tal estrutura favorece a reten¢ao do donepezilo por interagdes nao
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especificas, razdo pela qual a expansdo da matriz polimérica ndo contribui

significativamente para a sua libertagao.

a) b)

pH=55

\|¢O Composto 5 \fO Composto 5

O\fo Composto 5

Figura 33. Potenciais interacao estabelecidas entre o donepezilo e os grupos funcionais das
cavidades impressas do MIP-9 em diferentes meios.

Os resultados obtidos demonstram que o MIP-9 apresenta comportamento distinto
de libertacdo do donepezilo consoante as condigdes de pH, refletindo a influéncia da
estrutura da matriz e da natureza das interagcdes farmaco-polimero. Em particular, o MIP-
9 revelou-se o sistema mais promissor, exibindo diversas caracteristicas fundamentais
para uma aplica¢do eficaz como sistema de entrega de farmacos. Este polimero mostrou-
se sensivel a varia¢des de pH, sendo capaz de libertar o donepezilo de forma eficiente em

meio fisiologico (pH 7,4), condi¢ao que simula o plasma sanguineo. Tal comportamento
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favorece a biodisponibilidade do farmaco e a sua chegada ao alvo molecular.
Adicionalmente, observou-se uma libertagdo praticamente completa do farmaco, o que
reforga o potencial do MIP-9 como matriz funcional em estratégias terapéuticas baseadas

em libertacao controlada.
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4 Conclusao

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um novo sistema de entrega de
farmacos, que consiste em particulas poliméricas molecularmente impressas a base de
quercetina, para o donepezilo, um dos principais farmacos utilizados no tratamento da

doenca de Alzheimer.

Foram sintetizados com sucesso dois mondémeros funcionais, a 7-acriloxi-3°,4’,3,5-
tetracetilquercetina 3 e 3-acriloxi-3°,4°,5,7-tetrametilquercetina 5, com rendimentos de
48,9% e 78,9%, respetivamente. As estruturas dos mondmeros foram confirmadas por

espectroscopia de RMN de 'H e '3C APT.

As particulas poliméricas molecularmente impressas foram preparadas utilizando os
monomeros funcionais (7-acriloxi-3’,4’,3,5-tetracetilquercetina (3) e 3-acriloxi-3’,4°,5,7-
tetrametilquercetina (5) combinados com acido acrilico e acrilamida, nas proporgdes de
(1:3 e 2:2), e foram utilizados dois crosslinkers diferentes, EGDMA ¢ TMPTA. Essas
particulas foram caracterizadas por espectroscopia de FTIR e microscopia de varrimento
eletronico (SEM) que confirmaram a sua constituicdo e morfologia. Nos estudos de
reconhecimento para o donepezilo os MIPs apresentaram capacidade de adsor¢ao de 39
mg/g, e quando avaliados em estudos de libertagcdo controlada in vitro a diferentes (pHs

3, 5,5 ¢ 7), demonstraram ter uma libertagdo até 97% apods 4 dias a pH7.

As particulas mais promissoras foram avaliadas quando a sua capacidade inibitoria das
colinesterases, citotoxicidade, e degradacao enzimatica pela proteinase K. Observou-se
que os MIPs ndo apresentaram citotoxicidade na linha celular e nas concentragdes
testadas, reforcando o seu potencial como SEFs para o donepezilo. A andlise dos produtos
de degradagdo dos MIPs e dos polimeros apds o ensaio revelou que estes apresentaram
muito baixa taxa de biodegradacao, o que sugere a sua estabilidade em meio fisiologico.
Adicionalmente verificou-se que estas particulas apresentaram uma fraca capacidade
inibitoria das colinesterases, mas o donepezilo libertado por elas mantém capacidade

inibitoria.

Apesar de serem resultados preliminares e que necessitam de mais estudos, de um modo
geral pode-se concluir que os MIPs a base de quercetina sdo potenciais candidatos a SEFs

para o tratamento da doenca de Alzheimer.
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15000

89°0C
Nw.owv
6LLT

€10ad 9L LL—

PM_Rx11 Fr2 CDCI3

L'60L—
E0VLL
G617l ,.V

66°€7L
80°vZL

85°9ZL~_
oLszl7
mm.g\
0TvEL~
8EVEL”

EETVL—
LSyl —

§G°05L~
Z6'€5L~_
SESL—
66'95L—
60'€9L

A
B.@W
£0'89L

£v'69L7
ovon’

10000
5000
r-5000
r-10000

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
1 (ppm)

180

Figura 2A. Espectro de *C APT RMN do composto 3.



o Q o o o o 9 o o o
0000%00000%0000000000 8
OMOOOOOOOOOO%%%%W%W%O =
P EPRERT LRI TR O8RS TIET T
20L0'9 o
92109\ b ©
98097
96£0'9
-
[ ©
Lo
©
| @€
LEEE'9 ©s —/
mmmm@M g
o LS
i sof 4=
z€07'9
Ie}
5lzs'9 Fa
U259 F D
9509'9~ | ©
8809'9— oh ©
88v99--
0299'9 [~
©
8/68'€
___ 6006 H\ !
0£26'€ g2
1586 J
©
20L0'9 L8
9£10'9 oseL ~
Y9E0'9 -~ -
96£0°9 95LEL— ool
Le8€°9 N
9£9€'9
965E'9 |2
Zeovs ~ ~ r o5
51289 | MM)
125" )
| - 3 E ol
8809'9 = = = 160
88v997 ~ Py T ol
0259'9
YPEE'D © .
83560 S = 860
£1000 009Z'L. 699t'L— - IN
O poLEL ey L— - ©
] st = oot S = ool
O  699rL 880 L~ ~ _ ~ T ool
N vE6Y L— - °
L z8svL L ©
®©  veebL ~
3
Dn_
=
a

0.0

0.5

3.0 25 2.0 15 1.0

35

45

5.0

55

6.0

6.5

7.5 7.0

8.0

1 (ppm)

Figura 3A. Espectro de '"H RMN do composto 5.



PM_Rx11 Fr2 CDCI3
14000

00NN =

77.16 CDCI3

110.98
110.87
\108.91
—96.17
—92.70
56.44
56.11
56.09
5594

{

12000

10000

8000

6000

4000

I | 2000

r-2000

-4000

r-6000

r-8000

-10000

r-12000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o -10 -20
1 (ppm)

Figura 4A. Espectro de *C APT RMN do composto 5.

Tabela S1. Quantidade de donepezilo adsorvida nos MIP/NIPs estudados nos ensaios de
libertagao.

Massa do Temp0~de [Donepezilo] Massa d.e

pH Polimero Polimero Incubagio de carregado Donepezilo

(mg) carregamento (mg/L) carregado
(h) (mg)
3 MIP 9 — Réplica 1 25,2 22 356,96+0,92 0,607
3 MIP 9 — Réplica 2 25,2 22 318,67+1,34 0,542
3 NIP 9 — Réplica 1 25,0 22 324244233 0,551
3 NIP 9 — Réplica 2 25,2 22 246,56+1,91 0,419
5,5 MIP - 9 Réplica 1 25,2 15,7 352,14+0,80 0,599
5,5 MIP 9 — Réplica 2 25,2 22 351,26+0,77 0,597
5,5 NIP 9 — Réplica 1 25,0 15,7 310,09+2,12 0,527
5,5 NIP 9 — Réplica 2 25,2 22 323,58+5,98 0,550
7 MIP 9 — Réplica 1 25,2 22 345,64+0,74 0,588
7 MIP 9 — Réplica 2 25,2 22 351,72+0,51 0,598
7 NIP 9 — Réplica 1 25,0 22 324,21+1,22 0,551
7 NIP 9 — Réplica 2 25,0 22 320,82+1,13 0,545
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