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Estudos in silico e de liberacdo controlada de complexos de
zinco-fenilpropanoides em filmes de acetato de celulose

In silico and controlled release studies of zinc-
phenylpropanoid complexes in cellulose acetate films

RESUMO

Fenilpropanoides tem sido reportado na literatura por apresentarem varias atividades
bioldgicas e farmacoldgicas, tais como antioxidante, antimicrobiana, antiviral e antitumoral.
Estudos envolvendo a complexacdo de produtos naturais com ions metélicos, tal como o
Zn?*, fornece, em muitos casos, produtos mais eficientes quando comparado aos materiais
de origem. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar estudos
computacionais para determinacdo de propriedades moleculares, farmacocinéticas e
terapéuticas do acido cinamico, acido 4-metoxi cinamico e de seus complexos respectivos
complexos de zinco, e a incorporagdo destes em filmes de acetato de celulose. Estudos
computacionais indicam que os fenilpropanoides e seus complexos possuem propriedades
moleculares adequadas para farmacos de administracdo oral, apresentam baixa tendéncia
a metabolizacdo e toxicidade oral aguda, apresentam boa permeacao a pele. No estudo de
possiveis alvos farmacoldgicos observou-se um potencial inibitério de enzimas associadas
ao desenvolvimento de células cancerigenas. O estudo permitiu concluir que os
fenilpropanoides e seus complexos possuem potencialidade para serem utilizados em
sistemas de administracdo oral e transdérmica.

PALAVRAS-CHAVE: Estudo in silico. Acido Cindmico. Liberac&o transdérmica.

ABSTRACT

Phenylpropanoids have been reported in the literature for presenting various biological and
pharmacological activities, such as antioxidant, antimicrobial, antiviral and antitumor.
Studies involving complexation of natural products with metal ions, such as Zn?, provides,
in many cases, more efficient products when compared to source materials. In this context,
this work aimed to perform computational studies to determine the molecular,
pharmacokinetic and therapeutic properties of cinnamic acid, 4-methoxy cinnamic acid and
their respective zinc complexes, and their incorporation in cellulose acetate films.
Computational studies indicate that phenylpropanoids and their complexes have
appropriate molecular properties for oral administration drugs, have a low tendency to
metabolism and acute oral toxicity, have good skin permeation. In the study of possible
pharmacological targets, an inhibitory potential of enzymes associated with the
development of cancer cells was observed. The study concluded that phenylpropanoids and
their complexes have potential to be used in oral and transdermal administration systems.

KEYWORDS: In silico study. Cinnamic acid. Transdermal release.

Pagina | 1



= IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
= __El XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA I PR
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

ITE 11a 13 de Novembro | Pato Branco - PR

CAMPUS PATO BRANCO
UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

INTRODUGAO

A pesquisa e desenvolvimento de novas substancias com efeito terapéutico,
tém sido alvo de estudo de profissionais da academia e de industrias
farmacéuticas. Esse estudo existe com o intuito de diminuir a acdo de efeitos
indesejaveis de farmacos comerciais. Nesse contexto, o uso de estudos
computacionais é de extrema importancia para determinacdo de propriedades
moleculares, farmacocinéticas e terapéuticas de novos candidatos a fArmacos.

O estudo insilico é estudo computacional com a proposta de fazer uma leitura
das substancias quimicas, escolhidas para o estudo, onde é possivel por meio de
ferramentas computacionais direcionar essas substancias para possiveis
aplicacbes farmacoldgicas. O Grupo de Pesquisa em Substancias Bioativas e
Quimica de Materiais vem desenvolvendo diferentes sistemas carreadores de
farmacos, como filmes constituidos por polimeros para liberacdo transdérmica e
encapsulamento de farmaco por meio de micro/nanoesferas poliméricas.
Pensando nisso, o estudo in silico consegue contribuir para o processo de avaliagdo
de substancias com potencial para aplicacdo terapéutica em sistemas de
administracdo oral e transdérmica.

Com o intuito de melhorar algumas caracteristicas como efeitos toxicos e
colaterais de farmacos comerciais desenvolveu-se a area de liberacéo controlada
de farmacos. Tal area busca maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e de
armazenamento dos farmacos, manter os niveis de liberagao do farmaco na faixa
terapéutica por tempo prolongado e em locais pré-determinados, mantendo 0s
niveis sanguineos terapéuticos ideais.

Dentre as possibilidades de sistemas para confec¢ao de sistemas de liberacao
controlada destacam-se as que se utilizam de matrizes poliméricas, que permitem
o desenvolvimento de sistemas de administracdo oral e transdérmico devido a
biodisponibilidade e biocompatibilidade que os polimeros possuem.

Estudos mostram que desde o final do século passado, algumas descobertas
importantes sobre as fungdes do zinco para o organismo humano tém sido
relatadas em todo mundo. O zinco participa como constituinte integral de
proteinas ou cofator enzimatico em mais de 300 reacdes quimicas que envolvem
sintese e degradacdo de carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(COZZOLINO, 2009). Sendo assim, utiliza-se o zinco para formar complexos que
melhorem o desempenho da substancia a qual foi complexada, a fim de se obter
um novo candidato a farmaco com efeitos terapéuticos otimizados.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar estudos in
silico e de liberagdo controlada das substancias acido cinamico, acido-4-metoxi
cinamico e seus respectivos complexos de zinco.

METODOLOGIA

Estudo in silico. No presente trabalho realizou-se a avaliagdo in silico das
substancias: acido cinamico (ACN), acido-4-metoxi cinamico (AMN) e dos
complexos zinco-acido cinamico (ZnACN) e zinco-acido-4-metdxi cinamico
(ZnAMC). As ferramentas computacionais utilizadas, todas de acesso gratuito na
Internet, foram: ChemSketch, Swiss Targert Prediction, Molinspiration, Swiss
ADME.
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Sintese dos complexos. Foi dissolvido 400 mg de hidréxido de s6dio em 30 mL
de 4gua destilada, com aquecimento (~ 60°C). Para esta solucao, 0,01 mol de acido
cinamico foi adicionado com agitacdo constante. Ap6s a dissolucdo completa do
acido cinamico, adicionou-se a solucéo de 2,0 g de sulfato de zinco dissolvido em
10 mL de agua destilada com agitacdo constante. O precipitado complexo de
zinco/acido cinamico foi filtrado e lavado com solucdo de bicarbonato de sédio e
depois com agua destilada para remover o acido que nao reagiu. A mesma
metodologia foi feita para o acido 4-metoxi cinamico utilizando, em substituicédo
ao &cido cinamico.

Preparacdo dos filmes de acetato de celulose. Os filmes foram preparados
pelo método casting. Inicialmente preparou-se uma solugdo das substancias
bioativas em acetona. Em seguida esta solucdo foi adicionada a dispersdo de
acetato de celulose preparada previamente com o mesmo solvente. Esta mistura
foi homogeneizada em um agitador magnético por 4 horas em temperatura
ambiente. Ap6s a homogeneizacao a solucdo foi espalhada em placa de vidro e o
solvente evaporado em temperatura controlada por 24 horas. Em todos os casos
foi mantida a proporcao do acetato de celulose na solucdo em 11% em massa e
20% em massa das substancias bioativas.

Liberagdo Controlada. A liberacao das substancias bioativas foram feitas pela
imersdo de 0,5 g da massa dos filmes obtidos em um fluido de simulacdo da pele
em pH 6,8. Para verificar se houve a incorporacao dessas substancias ao filme e o
tempo e a forma (rapida/lenta) de liberacdo das substancias bioativas dos
materiais obtidos, estas solu¢des foram mantidas em banho maria, sob agitacédo
constante e com temperatura controlada de 37 °C. Aliquotas de 3 mL foram
recolhidas, em intervalos de tempo variando de 5 min até 7 dias, e em seguida,
leituras de absor¢do foram realizadas em Espectrofotémetro UV-Vis T70+, PG
Instruments. Posteriormente as aliquotas foram devolvidas para dentro do frasco.
O perfil das substancias bioativas liberadas foram determinados a partir de um
grafico, correlacionando absorbancia em fungao do tempo.

RESULTADO E DISCUSSAO

A ferramenta computacional ChemSketch foi utilizada para o desenho
molecular, otimiza¢do de geometria e obtencdo dos cddigos smiles. O desenho
molecular permite que esse cédigo smiles seja gerado. O codigo smiles € um codigo
que funciona como uma identidade para a molécula, portanto ele é Unico, sendo
assim esse codigo smiles foi utilizado em todas as outras ferramentas
computacionais, diminuindo a probabilidade de existir possiveis erros em relagéo
a estrutura molecular.

Feito a geracdo do cddigo smiles foi utilizado uma segunda ferramenta,
chamada Swiss Targert Prediction, que teve como objetivo a determinacdo de
alvos farmacoldgicos para cada uma das quatro substancias avaliadas. Na maioria
dos resultados apareceram enzimas relacionadas ao cancer, sendo assim
determinamos como alvo de estudo uma dessas enzimas: a aldo-ceto redutase
(PDB 4GQO). A estrutura cristalina da enzima de estudo (4GQO) foi obtida do banco
de dados Protein Data Bank, um banco de dados internacional que compila todas
as enzimas cujas estruturas cristalinas foram determinadas.

Algumas propriedades moleculares, relacionadas a biodisponibilidade oral de
substancias quimicas, foram determinadas utilizando a ferramenta Molinspiration
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(Tabela 1). Tal estudo leva em consideracéo a regra do cinco de Lipinski (2001), que
€ baseada nas seguintes propriedades: miLogP: coeficiente de particdo octanol-
agua; TPSA: area superficie polar; MM: massa molar do composto; nALH: nimero
de aceptores de ligacdo de hidrogénio; nDLH: nimero de doadores de ligacdo de
hidrogénio. Para substancias com boa biodisponibilidade oral espera-se que:
miLogP < 5,00; TPSA < 140; MM < 500; nALH < 10; nDLH < 5 e que o nViolagBes
(ntmero de violacGes a “regra de 5” de Lipinski) < 1.

Tabela 1 — Propriedades moleculares calculadas, na ferramenta Molispiration, para os
compostos estudados.

Composto ‘ \miLogP MM nALH nDLH TSPA nViolagdes
ACN 1,91 148,16 2 1 37,30 0
ZnACN 4,15 359,70 4 0 52,61 0
AMC 1,97 178,19 3 1 46,53 0
ZnAMC 4,26 419,75 6 0 71,08 0

Fonte: Autoria propria (2019).

Observa-se que todos os compostos avaliados apresentaram propriedades
moleculares que ndo violam nenhuma dos critérios da regra dos cinco de Lipinski,
indicando que todos terdo boa disponibilidade oral. Desta forma, sistemas de
encapsulamento sdo uma boa opcdo para serem utilizados com 0s compostos
estudados para regular a taxa de liberacdo dos mesmos durante o processo de
administracéo oral.

As possiveis bioatividades dos compostos avaliados foram determinadas na
ferramenta Molinspiration (Tabela 2).

Tabela 2 — Bioatividades calculadas na ferramenta Molispiration para os compostos estudados.

Composto Ligante | Modulador  Inibidor Rl_elzggntﬁr Inibidor  Inibidor de
P GPCR |Canal I6bnico  Quinase P Protease Enzima
Nuclear
ACN -0,74 -0,40 -1,14 - 0,47 - 0,98 -0,30
ZnACN 0 -0,07 -0,10 0,11 - 0,07 0,08
AMC - 0,60 -0,40 -0,92 -0,28 -0,85 -0,25
ZnAMC - 0,04 -0,13 -0,12 0,09 - 0,09 0,02

Fonte: Autoria propria (2019).

Nesse estudo realizado por meio da ferramenta Molinspiration, a
probabilidade de uma molécula apresentar bioatividade a um determinado
receptor alvo € maior para valores de escore proximos de 0,0. Quando o valor é
menor que -5,0 (escore < -5,0), a molécula é inativa, e se ele € maior que 0,0, a
molécula é ativa e para valores intermediarios a molécula possui atividade
moderada (MOHAN et al., 2017). Desta forma, observa-se que as quatro
substancias avaliadas sdo ativas ou moderadamente ativas para todos os modelos
de bioatividade, com destaque para o complexo Zn-acido cinamico (ZnACN).

Outra ferramenta utilizada foi o Swiss ADME, cujo objetivo foi determinar a
permeabilidade na pele. Os valores de permeacdo na pele (Log Kp) para os
compostos avaliados foram: ACN (- 5,69 cm/s), ZnACN (- 6,29cm/s), AMC (- 5,48 cm/s),
e ZnAMC (- 5,80 cm/s).
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Para esse modelo, quanto mais negativo o log Kp, menos permeante a pele é
amolécula avaliada. De modo geral, observa-se que todos os compostos avaliados
apresentaram boa permeacao a pele, o que indica a viabilidade do uso de sistemas
de liberagdo transdérmica como forma de administracdo dessas substancias.
Conhecer a velocidade de permeacdo na pele é um parametro importante, cuja
informac&o pode justificar a escolha do polimero a ser utilizado para producédo do
sistema de liberagdo controlada: (i) polimeros que liberam o farmaco mais
rapidamente pode ser utilizado com substancia de baixa taxa de permeacao a pele;
(ii) polimero que liberam o farmaco mais lentamente podem ser utilizadas com
substancia de alta taxa de permeacéo a pele.

Pode-se observar que o filme de acetato de celulose puro possui muita
transparéncia {Figura 1 (a)} e rigidez. O filme com ACN possui uma coloragao
levemente esbranquicada, possuindo certa maleabilidade {Figura 1 (b)}. O filme
com ZnACN, apresentou coloracdo branca opaca e alta rigidez {Figura 1 (c)}. No
filme com 0 AMC pode-se observar a formacao de cristais e a obtencdo de um filme
fino, frégil e transparente {Figura 1 (d)}. J& o filme com o complexo ZnAMC
apresentou coloracgdo esbranquicada {Figura 1 (e)}, com leve maleabilidade.

Figura 1 — Fotografia dos filmes de acetato de celulose puro (a) e com as substancias
bioativas: CA/ACN (b), CA/ZnACN (c), CA/AMC (d) e CA/ZnAMC (e).

Fonte: Autoria propria (2019).

Os gréficos obtidos nos estudos de liberacdo sdo apresentados na Figura 2.
Para os filmes de acetato de celulose observou-se liberagédo de 49% do ACN, 95%
de ZnACN, 58% de AMC e 52% de ZnAMC ap0s oito hora em contato com o fluido
de simulacéo da pele. O complexo ZnACN apresentou um perfil de liberacdo mais
rapida, sendo liberado 100% em 12 horas. J4, 0 AMC e o complexo de ZnAMC
apresentaram uma liberagdo mais lenta, e controlada até 60 horas.

Figura 2 — Curvas de liberacéo das substancias bioativas.
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Fonte: Autoria propria (2019).

A matriz polimérica utilizada nesse trabalho, acetato de celulose, néo
intumesceu durante processo de liberacdo, sugerindo, que 0 mecanismo que
controla a liberacdo das substancias bioativas a partir da matriz de acetato de
celulose sera a difusdo. Esse mecanismo € definido como processo de transferéncia
de massa de moléculas individuais de uma substancia, através de um movimento
molecular randémico. Ocorrendo preferencialmente através das regido amorfas
do polimero, onde as cadeias encontram-se mais desordenadas e o volume livre
entre as cadeias é maior.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que as substancias
avaliadas possuem propriedades farmacocinéticas adequadas para candidatos a
farmacos de administracdo oral ou transdérmica. Quanto ao possivel alvo
farmacologico, observou-se que as substancias avaliadas possuem potencialidade
de inibicdo de enzimas associadas ao desenvolvimento de canceres, tal como a
aldo-ceto redutase. Para os filmes incorporados com as substancias bioativas,
acido 4-metdxi-cinamico e seu complexo, o estudo de liberacdo sugere que para
esses filmes houve a liberagdo controlada das substancias incorporadas.
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