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SANTOS, A. K. F. S. Avaliacdo comparativa da atividade antinociceptiva e mecanismo de
acao decorrente da administracdo de 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (M-TMCA) e
3,4,5-trimetoxicinamato de butila (B-TMCA) em camundongos. 2021. 77. Tese (Pos-
graduacdo em Desenvolvimento e Inovagdo Tecnologica em Medicamentos) - UFPB/CCS/Jodo
Pessoa - PB.

RESUMO

Os produtos naturais tem sido foco de grandes estudos farmacoldgicos nas ultimas décadas. Os
fenilpropanoides, abundantes nas plantas aromaticas vem ganhado destaque por suas diversas
atividades farmacoldgicas, com destaque para os derivados do acido cinamico. O &cido 3,4,5-
trimetoxi-cinamico (TMCA), um derivado cindmico com propriedades farmacoldgicas bem
definidas na literatura, como sedativas, anticonvulsivantes e imunomoduladoras. 3,4,5-
trimetoxicinamato de metila (M-TMCA) e 3,4,5-trimetoxicinamato de butila (B-TMCA) séo
dois anédlogos do TMCA. Diante da escassez de pesquisas sobre a atividade farmacoldgica
desses dois analogos, surgiu o interesse em pesquisar a atividade antinociceptiva que incentivou
a realizacdo deste trabalho. Sendo assim, o objetivo do presente foi avaliar os efeitos centrais
decorrentes da administracdo intraperitoneal de M-TMCA e B-TMCA em modelos de
nocicepg¢do utilizando camundongo machos (Mus musculus — Swiss), bem como propor o
mecanismo pelo qual eles atuam como drogas antinociceptivas utilizando estudos in vivo e in
silico. Os experimentos iniciaram, a partir da determinacao da DLso, na qual esta foi estimada
em 500 mg/kg. Em seguida, a triagem farmacologica foi realizada, na qual foi observado um
perfil depressor para ambas as drogas testadas, devido a ambula¢do diminuida, analgesia,
reflexo do endireitamento e resposta ao toque diminuidos apresentados pelos animais tratados.
O preé-tratamento com M-TMCA e B-TMCA, nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg, ndo alterou a
coordenacdo motora no teste de rota-rod, excluindo um efeito miorrelaxantes. Em seguida
foram utilizadas metodologia para determinar a atividade antinociceptiva do M-TMCA e B-
TMCA. No teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo &cido acético, M-TMCA e B-
TMCA reduziram o nimero de contor¢des, quando comparados ao grupo controle, contudo
guando as doses foram comparadas entre si, 0 B-TMCA na dose de 75 mg/kg foi mais efetivo.
O teste da formalina foi realizado, utilizando as mesmas doses, e foi observado que apenas o
B-TMCA conseguiu reduzir o tempo de lambida na fase neurogénica (0-5 min) do teste,
contudo, ambas as substancias foram efetivas na fase inflamatoria (15-30 min). Sendo assim, o
B-TMCA, na dose de 75 mg/kg foi escolhido para dar prosseguimento aos estudos. Na tentativa
de propor os possiveis mecanismos de acdo pelo qual o B-TMCA exerce sua atividade
antinociceptiva foram realizadas analises in silico, feitas através do docking consenso e
simulacbes de dindmica molecular, que demonstraram que o B-TMCA atua através de
interagBes com a enzima COX-2 e receptores A1 e NMDA. Na tentativa de comprovar se o B-
TMCA atua sobre o receptor adenosinérgico, administrou-se a cafeina (antagonista ndo
seletivo) na dose de 10 mg/kg i.p., 15 minutos antes da administracdo de B-TMCA, e deu-se
prosseguimento ao teste da formalina. A cafeina foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo
do B-TMCA, indicando um possivel envolvimento na modulacdo da transmissdo nocicepiva
atraveés do sistema adenosinérgico. O sistema glutamatérgico também foi estudado através da
administracdo de MK-801 (0,15 mg/kg i.p.), antagonista ndo-competitivo dos receptores
NMDA, seguindo o protocolo do teste do glutamato, no qual apos a administracao de 20 uL de
uma solucdo de glutamato (30 pumol/pata) via intraplantar o tempo foi contabilizado por 15
minutos. O B-TMCA foi capaz de reduzir o tempo de lambida da pata bem como 0 MK-801,
sugerindo assim uma possivel interagdo com o sistema glutamatérgico na reducdo da
nocicepcéo.

Palavras-chaves: 3,4,5-trimetoxicinamato de metila, 3,4,5-trimetoxicinamato de butila,
fenilpropanoides, atividade antinociceptica, mecanismo de agéo, docking.



SANTOS, A. K. F. S. Comparative evaluation of the antinociceptive activity and
mechanism of action resulting from the administration of methyl 3,4,5-
trimethoxycinnamate (M-TMCA) and butyl 3,4,5-trimethoxycinnamate (B-TMCA) in
mice. 2021. 77. Tese (P6s-graduacdo em Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica em
Medicamentos) - UFPB/CCS/Jodo Pessoa - PB.

ABSTRACT

Natural products have been the focus of large pharmacological studies in recent decades.
Phenylpropanoids, abundant in aromatic plants, have gained prominence for their various
pharmacological activities, with emphasis on derivatives of cinnamic acid. 3,4,5-
Trimethoxycinnamic acid (TMCA), a cinnamic derivative with well-defined pharmacological
properties in the literature, such as sedatives, anticonvulsants and immunomodulators. Methyl
3,4,5-trimethoxycinnamate (M-TMCA) and butyl 3,4,5-trimethoxycinnamate (B-TMCA) are
two TMCA analogues. Given the scarcity of research on the pharmacological activity of these
two analogues, interest in researching the antinociceptive activity that encouraged this work
arose. Therefore, the aim of the present was to evaluate the central effects resulting from the
intraperitoneal administration of M-TMCA and B-TMCA in nociception models using male
mice (Mus musculus — Swiss), as well as to propose the mechanism by which they act as
antinociceptive drugs using in vivo and in silico studies. The experiments started with the
determination of the LD50, in which it was estimated at 500 mg/kg. Then, pharmacological
screening was performed, in which a depressive profile was observed for both drugs tested, due
to decreased ambulation, analgesia, decreased righting reflex and decreased response to touch
presented by the treated animals. Pre-treatment with M-TMCA and B-TMCA, at doses of 50,
75 and 100 mg/kg, did not change motor coordination in the rota-rod test, excluding a
myorelaxant effect. Then, methodology was used to determine the antinociceptive activity of
M-TMCA and B-TMCA. In the test of abdominal writhing induced by acetic acid, M-TMCA
and B-TMCA reduced the number of writhes when compared to the control group, however
when the doses were compared to each other, the B-TMCA at a dose of 75 mg/kg was more
effective. The formalin test was performed, using the same doses, and it was observed that only
B-TMCA was able to reduce the licking time in the neurogenic phase (0-5 min) of the test,
however, both substances were effective in the inflammatory phase (15-30 min). Thus, B-
TMCA, at a dose of 75 mg/kg was chosen to continue the studies. In an attempt to propose the
possible mechanisms of action by which B-TMCA exerts its antinociceptive activity, in silico
analyzes were carried out through consensus docking and molecular dynamics simulations,
which demonstrated that B-TMCA acts through interactions with the enzyme COX-2 and A:
and NMDA receptors. In an attempt to prove whether B-TMCA acts on the adenosinergic
receptor, caffeine (non-selective antagonist) was administered at a dose of 10 mg/kg i.p., 15
minutes before administration of B-TMCA, and the formalin test. Caffeine was able to reverse
the antinociceptive effect of B-TMCA, indicating a possible involvement in the modulation of
nociceptive transmission through the adenosinergic system. The glutamatergic system was also
studied through the administration of MK-801 (0.15 mg/kg i.p.), a non-competitive antagonist
of NMDA receptors, following the protocol of the glutamate test, in which after the
administration of 20 pL of a solution of glutamate (30 pmol/paw) via intraplantar time was
counted for 15 minutes. B-TMCA was able to reduce paw licking time as well as MK-801, thus
suggesting a possible interaction with the glutamatergic system in reducing nociception.

Keywords:  Methyl  3,4,5-trimethoxycinnamate,  butyl  3,4,5-trimethoxycinnamate,
phenylpropanoids, antinociceptive activity, mechanism of action, docking.
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1. Introducéo

A dor e as tentativas de alivia-la sempre fizeram parte da experiéncia humana. Apesar
dos avancos tecnologicos, as teorias bioldgicas ndo conseguiram explicar as diferencas
individuais no comportamento da dor, descrevendo-a como uma experiéncia idiossincratica que
nédo pode ser compartilhada (VLAEYEN; CROMBEZ, 2020).

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a dor como uma
experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, associada, ou semelhante aquela associada, a
uma leséo tecidual real ou potencial (RAJA et al., 2020). Normalmente a dor afeta a qualidade
de vida dos individuos, interrompendo suas atividades diarias o que pode gerar desconforto
para 0s mesmos e para a familia. Contudo, a dor faz parte de um sistema motivacional
impulsionador que alarma e direciona o comportamento para defender a integridade do corpo
quando o organismo se encontra em perigo (VLAEYEN; CROMBEZ, 2020).

A palavra dor significa doenga e sofrimento; ja no campo cientifico, a dor tem o sentido
mais amplo e ocorre a partir da ativacao de nociceptores, bem como do envolvimento das vias
de conducdo, terminando no cortex cerebral. Esta bem estabelecido que dor é uma definicédo
complexa e que envolve tanto processos cognitivos e emocionais pelo encéfalo, como também
a transducdo de estimulos nocivos ao organismo. Portanto tem-se dois componentes no
processo doloroso: o sensorial e o motivacional (CHAPMAN; GAVRIN, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUKIF, 2004).

O termo nocicepcdo € definido como um processo neural de codificacdo de estimulos
que danificam ou ameacam danificar o tecido (MERSKEY; BOGDUK, 1994). Os estimulos
nociceptivos podem estabelecer uma resposta autondmica como parte de uma resposta
defensiva coordenada, independente da experiéncia de dor consciente (MISCHKOWSKI et al.,
2018). Isso se deve porque as vias nociceptivas se cruzam funcionalmente com o sistema
nervoso autbnomo em Vvarios niveis espinhais e subcorticais (BENARROCH, 2001). Portanto,
drogas que sdo capazes de bloquear tais vias vém sendo tratadas como importantes ferramentas
no tratamento da dor (MEOTT] et al., 2007).

Embora a estimulacao nociceptiva geralmente leve a dor, pesquisas farmacologicas e de
lesGes cerebrais mostram que uma pode existir sem a outra (KLIT; FINNERUP; JENSEN,
2009; LEE; NECKA; ATLAS, 2020; OLESEN et al., 2012).

Grande parte da populacéo que faz uso de terapias medicamentosas ndo obtém respostas
positivas aos tratamentos existentes no mercado, devido as reacdes adversas a medicamentos

que contribuem para a descontinuacéo do tratamento. Dessa forma, se faz necessario a pesquisa
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constante por novos medicamentos ou procedimentos que diminuam ou cessem os estimulos
dolorosos além de serem mais eficazes e seguros.

Apesar dos avancos tecnoldgicos, o tratamento analgésico adequado ainda é um desafio
terapéutico para a reducdo da dor (BISTA; IMLACH, 2019; MACIEL et al.,, 2019;
THOMPSON-BRAZILL, 2019). No decorrer dos anos, apesar da disponibilidade de muitos
analgésicos, os produtos naturais tém sido essenciais para o desenvolvimento de nova drogas
com um alto potencial terapéutico utilizados na medicina (QUINONEZ-BASTIDAS;
ANDRES, 2021).

A prética de utilizar produtos de origem vegetal como fonte de compostos quimicos
biologicamente ativos é conhecida desde a antiguidade (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016). Os
terpenos e fenilpropanoides sdo as duas principais classes presentes nos 6leos essenciais obtidos
das plantas aromaticas, com maior nimero de estudos das suas atividades bioldgicas (DA
SILVA CALIXTO et al., 2021; MONTEIRO et al., 2021). O acido cindmico é um dos
fenilpropanoides comumente encontrado em muitas espécies vegetais, bem como o0s seus
derivados hidroxi e metoxi, como o acido cafeico, acido ferulico, acido p-metoxicindmico e
acido 3,4,5 trimetoxicindmico (RYCHLICKA; ROT; GLISZCZYNSKA, 2021).

Os é&cidos metoxicinamicos e hidroxicindmicos sdo sintetizados pela via do acido
chiquimico, uma rota metabdlica presentes em plantas, fungos e algas tendo como precursores
a fenilalanina e tirosina (CONTARDI et al., 2021). Diversas propriedades farmacoldgicas, tém
sido relatadas: como anti-inflamatoria, antifingica, antibacteriana, antitumoral e como inibidor
enzimatico (BURHENNE; KRISTENSEN; RASMUSSEN, 2003; FIXON-OWOO et al., 2003;
HENRY et al., 2007; KRISTENSEN; BURHENNE; RASMUSSEN, 2004; NORTHOVER,
1964; RUSSELL; SCOBBIE; CHESSON, 2005; YE; ZHANG, 2007
YINGYONGNARONGKUL et al., 2006).

O acido 3,4,5-trimetoxicinamico (TMCA) € um &cido cindmico substituido por grupos
multi-metoxi, analogo sintético da piplartina, amplamente distribuido em produtos naturais,
como a Polygala tenuifolia, utilizada na medicina chinesa por seus efeitos tranquilizantes,
sedativos, anticonvulsivantes e imunomoduladores (CHEN, WEI, CHEN, 2016;
KAWASHIMA et al., 2004; LEE et al., 2013; YU, et al, 2014). As modificagdes no grupo
carboxila desse acido produzem diversos analogos atraentes sob o ponto de vista farmacologico
(ZHAO et al., 2019). 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (M-TMCA) e 3,4,5-trimetoxicinamato
de butila (B-TMCA) sdo analogos do TMCA (NOBREGA et al., 2019).

Dessa forma, a obtencéo de novas drogas capazes de modular a dor, que possuam efeitos

terapéuticos mais eficazes e com reagOes adversas reduzidas se faz necessario. Destarte, 0
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objetivo principal do estudo foi avaliar comparativamente a atividade antinociceptiva do M-
TMCA e B-TMCA em camundongos, através de métodos in vivo e in silico, visto que os estudos

sobre as atividades farmacologicas desses compostos no sistema nervoso ainda sao escassos.
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2. Fundamentacao Tedrica

2.1. Dor - Consideracdes gerais

A dor é um problema de satde que afeta pelo menos 20% de todos os individuos nos
Estados Unidos, Europa e em outros paises do mundo (BREIVIK et al., 2006; DAHLHAMER
etal., 2018; GOLDBERG; MCGEE, 2011). Além disso, ela afeta mais de um quinto dos adultos
e um terco dos jovens, interferindo com as fungdes diarias desta populacdo (WILLIAMS et al.,
2020).

O modelo biopsicossocial de dor esclarece que a dor e seus impactos envolvem
interacdes complexas entre os fatores bioldgicos, psicolégicos e sociais e que seu manejo
adequado requer uma abordagem multidisciplinar (BROEKMANS et al., 2010; EDWARDS et
al., 2016; GATCHEL et al., 2007, SOLE et al., 2020).

A dor é uma resposta sensorial necesséria a sobrevivéncia, contudo, tornando-se uma
patologia crénica, acaba sendo prejudicial a qualidade de vida dos seres humanos que
experimentam por reducdes significativas de suas atividades e contribuem para taxas
aumentadas de transtornos psiquiatricos (DA SILVA; RIBEIRO-FILHO, 2011; WILLIAMS et
al., 2020). Sendo uma das sensacdes mais intimas e exclusivas que o ser humano ja
experimentou, a dor ndo s6 envolve componentes sensoriais; mas também envolve
componentes afetivos, cognitivos, sociais e comportamentais (ARAUJO, 2014).

Desta maneira, é importante que haja a distingcdo entre dor e nocicepcao. A primeira se
caracteriza como experiéncia subjetiva, multidimensional e amplamente abstrata, que é
influenciada pelos fatores quer estdo ao redor do individuo. J& o termo nocicepgdo refere-se a
deteccdo da lesdo tecidual por transdutores especializados ligados as fibras nervosas que tem a
funcdo de transmitir sinais ao Sistema Nervoso Central (SNC), influenciados por estimulos
ambientais fisicos, quimicos ou térmicos e por processos inflamatérios que venham a surgir no
organismo (DUBIN et al., 2010; LOESER; MELZACK, 1999).

O termo “dor” ¢ de exclusividade dos seres humanos, pois, além de envolver o
componente nociceptivo, ha o envolvimento do componente emocional no qual, através das
experiéncias de vida, as pessoas aprendem o conceito de dor (COUTAUX et al., 2005; RAJA
et al., 2020). Deste modo, em estudos com animais, o termo dor, se torna errébneo, ja que 0s
mesmos ndo sdo capazes de demonstrar, através da comunicag¢do, quais 0S componentes
emocionais envolvidos; sendo assim, 0 termo nocicepgéo € mais adotado e mais apropriado em
estudos com animais (HELLYER et al., 2007).
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A dor também pode se manifestar de forma exacerbada em individuos que tenham
contraido alguma doenga viral, como observado nas pandemias do HIN1 de 2009 e na recente
COVID-19. Durante a infec¢cdo aguda, a presenca e gravidade dos sintomas somaticos estao
intrinsecamente relacionados com o desenvolvimento posteriormente da fadiga crénica e dor
(CLAUW et al., 2020).

2.2. Classificacdo da dor

A dor pode ser classificada de acordo com a dimenséo e baseada nos mecanismos
bioldgicos.

Sob o ponto de vista temporal, a dor é classificada como aguda e crdnica. A dor aguda
representa um mecanismo vital e protetor no qual o organismo reage contra estimulos perigosos.
Contudo, a dor aguda ndo é um sinal de aviso, mas sim uma incapacidade do organismo em
evitd-la, ou seja, a nocicepcdo subconsciente acaba se tornando uma sensacdo desagradavel
consciente (BALIKI; APKARIN, 2015). Ela é caracterizada por ser pontual, delimitada, de
inicio subito, com curta duracdo, desaparecendo com a resolucdo do processo patoldgico
envolvido (ALMEIDA et al., 2004; ANAND et al., 2017).

A dor crbnica € definida como uma dor que dura mais de trés que se caracteriza por ser
persistente e debilitante, afetando a salde e a qualidade de vida dos individuos, podendo ter
efeitos devastadores no funcionamento social, fisico, psicolégico e ocupacional (EDWARDS
et al., 2020). E um funcionamento patoldgico e ndo adaptativo do sistema nervoso presente em
varias doencgas como depressao, cancer e artrite reumatoide, e esta associada a mudangas no
padrdo de transmissao neuronal, ocorrendo uma estimulacéo persistente dos nervos periféricos
no SNC, podendo persistir apos a recuperacdo da doenca ou lesdo (RUSSO; BROSE, 1998;
SCHAIBLE, 2005). Na maioria das vezes ela ndo estd bem localizada, e tende a ser continua
ou recorrente. A dor crénica pode ser dividida em nociceptiva, neuropatica e psicogénica
(MERSKEY; BOGDUK, 1994; WHO, 2012; HELMS; BARONE, 2008).

A dor nociceptiva resulta de situagbes em que ocorre a estimulagdo persistente dos
nociceptores por estimulos potencialmente prejudiciais (SOUZA MONTEIRO DE ARAUJO
etal., 2020). Essa excitabilidade resulta em alteracGes do sistema nervoso que, perifericamente,
reduz o limiar de ativacdo dos nociceptores e, centralmente, um aumento da responsividade na
medula espinhal aos estimulos sensoriais (SCHAIBLE; RICHTER, 2004). A dor nociceptiva
pode ser dividida em duas categorias: a somaética e a visceral. A dor somatica surge da ativacdo

de terminacgdes nervosas periféricas que respondem a estimulacdo nociva e pode ser descrita



Santos, A.K.F.S Fundamentagéo Tedrica |22

como localizada, aguda, comprimindo, esfaqueando ou latejando. A dor visceral resulta da
ativacdo de nociceptores das visceras torécicas, pélvicas ou abdominais, tem localizacdo
indefinida, irradia de forma difusa e profunda e é percebida como constritiva ou em cdlica,
podendo ter sua origem em diversos processos patoldgicos que ocorrem em &rgdos internos
(FRIEDRICHSDORF; GOUBERT, 2020; RAMOS, 2014; RODRIGUES, 2013).

A dor neuropatica esta relacionada com a existéncia de lesdo ou doenca que afete o
sistema somatossensorial. Ela pode ter origem periférica, através de uma lesdo nervosa ou
doenca, ou central, ap6s um acidente vascular cerebral ou lesdo da medula espinhal. E descrita
pelo doente como sensacBes desagradaveis de queimadura, dorméncia e formigamento, e tem
duracdo continua e raramente intermitentes. Além disso, apresenta uma elevada prevaléncia e
impacto em todo mundo, sendo necessario abordagens para sua prevencdo e cuidado (SMITH;
HEBERT; VELUCHAMY, 2020; RAMOS, 2014).

H4&, também, a dor psicogénica, que surge em resposta a ansiedade, stress ou outros
disturbios psiquicos, sendo um termo utilizado para definir dores que sdo determinadas por
fatores psicologicos (WHO, 2012). Assim, ela é definida como a interacdo de fatores somaticos
e neuroldgicos com fatores psicologicos (DANILOV; ISAGILYAN; MACKASCHOVA,
2018).

2.3.  Vias de transmissdo e modulagdo da nocicepgao

O sistema nervoso é capaz de detectar uma vasta gama de estimulos que acontecem ao
nosso redor, porém a habilidade de detectar estimulos nocivos tem sido essencial para a
sobrevivéncia e bem-estar do organismo, bem como seu entendimento é necessario para 0
melhor tratamento das condi¢des dolorosas (CARR; ZACHARIOU, 2014). Os componentes
fundamentais da via da dor incluem a transducao de estimulos nocivos em um sinal neuronal,
a transmissdo do sinal nociceptivo para 0 SNC, a percepc¢do e integracdo desses sinais em
estruturas corticais de superiores e a modulagdo descendente (Figura 1) (GRUBB,;
PASVANKAS, 2019).
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Figura 1 — Componentes fundamentais da via da dor nociceptiva.
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FONTE: Adaptado de GRUBB; PASVANKAS (2019).

A nocicepcao pode ser provocada por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos, que
sdo detectados por um feixe de fibras nervosas periféricas chamadas nociceptores aferentes
(BASBAUM et al., 2009; FEIN, 2011; FREEDMAN et al., 2017; PRICE; VERNE;
SCHWARTZ, 2006). Nociceptores sdo neurdnios aferentes primarios que possuem terminacées
nervosas livres com um alto limiar de ativacdo encontradas nos corpos celulares localizados
nos ganglios da raiz dorsal da medula espinhal (CARPENTER; DICKENSON, 2002;
OSSIPOV, 2009). Eles tém a fungdo de conduzir informacOes sobre lesdes periféricas para
centros integrativos centrais que geral comportamento de protecdo (FEIN, 2011; GRUBB;
PASVANKAS, 2019; RUSSO; BROSE, 1998). As fibras aferentes primarias tém uma
morfologia Unica, denominada pseudounipolar (Figura 2), possuindo ramificacGes axonais
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periféricas e centrais, que inervam 6rgdos e medula espinhal respectivamente. Isto significa que
0S nociceptores tanto podem enviar como receber mensagens de ambos o0s terminais
(BASBAUM et al., 2009).

Figura 2 — Nociceptor aferente primario ou neurénio pseudounipolar.
Células de
Schwann

Dendritos Q
P 5

Axonio

FONTE: Adaptado de Silverthorn et al, (2017).

De acordo com a velocidade de conducéo e calibre os nociceptores podem ser divididos
em 3 grupos principais (Figura 3) que apresentam padrdes distintos de terminagdes centrais. O
primeiro grupo, fibras Aa e Ap, inclui fibras mielinizadas de maior didmetro, que conduzem
com velocidade rapida (8-120 m/s para a Aa e 30-70 m/s para a AfB), respondendo a estimulos
mecanicos indcuos com baixo limiar de ativacdo, como tato, vibracdo e pressao (GOLAN et
al., 2009; GRUBB; PASVANKAS, 2019; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Figura 3 — Representagdo da medula espinhal cervical mostrando fibra Aa e AP a direita e fibras Ad e C a esquerda.

Hbras C Fibras Aa

— Fibras A8
Fibras AB

FONTE: Adaptado de HAINES; MIHAILOFF, (2017).
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A segunda populagido, fibras Ad, consiste em fibras pouco mielinizadas de diametro
intermediéario e velocidades de conducéo de 4-30 m/s, que respondem a estimulos de calor, frio
e mecanicos de alto limiar, estas fibras medeiam a dor aguda ou “rapida” (Figura 4). Tais fibras
sdo subdivididas em fibras Tipo I e Tipo Il. As do tipo | sdo mecanoceptores de alto limiar que
respondem a estimulos térmicos (> 50°C) e quimicos, porém no tecido lesionado o limiar dessas
fibras tende a ser um pouco mais baixo. As fibras do tipo Il possuem limiar menor que as do
tipo | e séo sensiveis a temperaturas em torno de 43°C (GOLAN et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2004).

As fibras pertencentes ao terceiro grupo, fibras C (Figura 4), sdo pequenos nervos
amielinicos, com pequeno didmetro e que conduzem o sinal com velocidades inferiores a 2,5
m/s, sendo responsaveis pela “dor lenta”, conhecida como sensacdo de queimacéo. Essas fibras,
também chamadas de polimodais, respondem a estimulos mecanicos intensos, térmicos e
quimicos (PERL, 2007). As fibras C sdo mais numerosas nas raizes dorsais do que as fibras Ad
(GRUBB; PASVANKAS, 2019). Nociceptores silenciosos sdo fibras C sensiveis ao calor, e
que apenas apresentam sensibilidade mecanica na presenca de lesdo tecidual. Estudos de
caracterizacdo neuroanatdmicas e molecular das fibras C mostram a existéncia de nociceptores
C peptidérgicos e ndo-peptidérgicos. Os primeiros produzem e liberam neuropeptidios, como a
substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e expressam o receptor
neurocinina 1. Ja as fibras C ndo-peptidérgicas apresentam ligacdo para a isolectina Bas e
expressam o receptor purinérgico P2X3 (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009;
GOLAN et al., 2009).

Figura 4 - A dor répida e a dor lenta sdo realizadas por duas diferentes fibras aferentes primarias.

Fibras Ad Fibras C
Pouco mielinizadas N&o-mielinizadas

Dor rapida Dor lenta

Intensidade
da dor

Tempo ———

FONTE: Modificado de KANDEL et al., (2013).
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O processamento neural de estimulos nocivos que originam o fendmeno doloroso se da
através uma sequéncia de mecanismos: transducéo, transmissdo, modulacdo e percepcéo. A
lesdo do tecido resulta na liberacdo de substancias quimicas que incluem globulina e proteinas
quinases, acido araquiddnico, histamina, fator de crescimento do nervo, substancia P, CGRP,
potéssio, serotonina, acetilcolina, solugdes de baixo pH, ATP, e &cido lactico (KENDROUD et
al., 2020). Estes, por sua vez, promovem a ativacao direta de nociceptores que transmitem o
estimulo periférico a medula espinhal através de potenciais de acdo gerados na fibra. A
modulacéo da dor na periferia envolve o recrutamento de células inflamatorias para o local da
lesdo e também a liberacdo de opioides enddgenos para a atenuagdo da dor em resposta ao dano
tecidual. A percepcdo exige a interagdo complexa de varias estruturas corticais para localizar o
estimulo lesivo, reconhece-lo como doloroso e responder de forma apropriada, além disso, isso
envolve respostas emocionais, memoria e aprendizagem (GRUBB; PASVANKAS, 2019;
SCHLIESSBACH; MAURER, 2017).

Interneurdnios GABAérgicos tém um papel importante no controle da dor nociceptiva
através da liberacdo de neurotransmissores inibitorios, como a glicina, o &cido gama-
aminobutirico (GABA) e a dinorfina (GRUBB; PASVANKAS, 2019; MELZACK etal., 1965).

2.4.  Atividades farmacoldgicas dos fenilpropanoides

Os fenilpropanoides, junto com os terpenos, sdo 0s principais componentes ativos dos
Oleos essenciais presentes nas plantas aromaticas medicinais (MONTEIRO et al., 2021). Eles
sdo sintetizados a partir do acido chiquimico. Esse grupo de metabdlitos secundarios sao
produzidos pelas plantas em resposta a estresses bidticos ou abioticos, como infecces,
exposicao ao 0zonio e poluentes, irradiacdo ultravioleta e outras condi¢Bes que sejam agressivas
as plantas. Levando em consideracdo as inimeras fungdes defensivas dos fenilpropanoides,
esses compostos sdo de grande interesse para desenvolvimento de novas drogas e apresentam
potencial atividade anti-inflamatdria, antitumoral, antioxidante, antiviral, antibacteriana,
cicatrizantes e para protecdo contra os raios ultravioletas (CUNHA et al., 2019; KORKINA,
2007; ANDRADE et al., 2014; SCOTTI et al., 2020).

O género Piper pertencente a familia Piperaceae, conhecida como familia da pimenta,
e 0 género Polygala pertencente a familia Polygalaceae, amplamente utilizada na Medicina
Tradicional Chinesa, ricos em fenilpropanoides, exibem diversas atividades bioldgicas
incluindo atividade antitumoral, neuroprotetora, anti-isquémicas, antidepressivas, sedativas,

analgesicas, antiaterosclerdticas, antileishmania, tripanocida, antituberculose, antimicrobiana,
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imunomoduladora e antioxidante (DA NOBREGA et al., 2018;; ISLAM et al., 2020;
LACAILLE-DUBOIS; DELAUDE; MITAINE-OFFER, 2020; NOBREGA et al., 2019;
PISKA et al., 2018).

Plantas ricas em fenilpropanoides como as do género Arctium, Duguetia, Syringa,
Herba, Eugenia, Cinnamomum, Illicium, Pimpinella, Verbena, Poincianella, sdo bem
conhecidas na literatura por apresentarem atividade antinociceptiva (CONEA et al., 2017,
KARTBAEVA et al., 2017; LIMA et al., 2017; SALDANHA et al., 2021; SOARES et al.,
2020; VARGA et al.,, 2019). Além disso, fenilpropanoides sintéticos, estruturalmente
relacionados aos de origem natural, também demonstram um perfil farmacoldgico
antinociceptivo (ABDOU et al., 2021; ARAGAO NETO et al., 2019)

A piplartina, também conhecida como piperlongumina, uma alcamida encontrada
principalmente em Piper longum L. (pimenta longa), mas também em outras espécies, que
possui diversas atividades farmacol6gicas relatadas, no qual a antitumoral ganha destaque
(BEZERRA et al., 2013; DA NOBREGA et al., 2018; HAQ et al., 2021; NOBREGA et al.,
2019). Estudos recente mostram uma série de analogos sintéticos da piplartina como moléculas
Uteis para o planejamento de novos farmacos (DA NOBREGA et al., 2018; NOBREGA et al.,
2019; ZHAO et al., 2019).

2.5. M-TMCAeB-TMCA

O TMCA, é um acido cinAmico com trés metoxilas no anel aroméatico, comumente
encontrado em raizes de Polygala tenuifolia Wild, uma planta amplamente utilizada na
Medicina Tradicional Chinesa como sedativo e para o tratamento da epilepsia, insénia e dor de
cabeca (KLEIN JUNIOR; FALONI DE ANDRADE; FILHO, 2012; MAY et al., 2013).
ModificacBes estruturais no TMCA déo origem a0 M-TMCA e B-TMCA (NOBREGA et al.,
2019).

M-TMCA é um eéster fenilpropanoide, também encontrado na natureza em plantas do
género Piper e Polygalae, possuindo varias atividades farmacologicas como acles
imunomoduladoras, efeito sedativo, antiarritmico e efeito antinarcético (JUNG et al., 2013;
KAWASHIMA et al., 2004; TSAI et al., 2005; YU et al., 2014; ZHAO et al., 2013). B-TMCA
é descrito na literatura com atividade contra as formas promastigotas de L. amazonensis
(NOBREGA et al., 2019).
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2.6.  Sistema adenosinérgico e antinocicep¢ao

A adenosina esta presente em todo o corpo por ser um metabdlito intermediario
encontrado em muitas vias metabdlicas. Tem sido demonstrado que a adenosina possui
importantes funcbes, como por exemplo, vasodilatacdo, inibi¢cdo da agregagdo plaquetéria,
angiogénese, ativacdo de mastocitos, inibicdo da lipolise, diminuigdo do fluxo sanguineo renal
(FREDHOLM, 2010).

Quatro subtipos de receptor de adenosina foram identificados: A1, A2a, A2s € Asz. Os
receptores do subtipo A, sdo acoplados a proteina Gs, enquanto os A1 e Az estdo acoplados com
a Gi (SAWYNOK; BURNSTOCK, 2010).

A adenosina demonstra um importante papel na transmissdo da dor, tanto central como
periférica e suas propriedades antinociceptivas sdo, em grande parte, atribuidas sobre sistemas
de receptores que se localizam na medula espinhal, onde os receptores A: e A, foram
identificados na substancia gelatinosa. Embora existam evidéncias do envolvimento de
receptores Az na antinocicepcao, o receptor A; desempenha um papel principal na inibicéo da
nocicepgdo na medula espinhal antinociceptivos em modelos experimentais de dor aguda
nociceptiva, inflamatéria e neuropética. (DICKENSON; SUZUKI; REEVE, 2000).

Composto que afetam o sistema adenosinérgico se mostram como uma importante

ferramenta farmacoldgica no controle da dor.

2.7.  Sistema glutamatérgico e antinocicepcao

O glutamato é um neurotransmissor excitatorio que é liberado pelos nociceptores
aferentes primarios, portanto, irregularidades no transporte e liberacdo de glutamato tém sido
implicado no desenvolvimento de estados dolorosos (TAO; GU; STEPHENS JR, 2005). Em
estados de dor patoldgica, moléculas de e citocinas inflamatdrias podem aumentar a liberagédo
de glutamato e, consequentemente, um aumento da nocicepcdo, reforcando assim o
desenvolvimento da sensibilizacédo central (GRUBB; PASVANKAS, 2019).

O sistema glutamatérgico esta associado a nocicepc¢éo pelo fato deste neurotransmissor
ativar os receptores a-amino-3-hidorxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) e N-metil-D-
aspartato (NMDA), permitindo a passagem de Na* e Ca?*, promovendo a geragio de um
potencial de acéo e, a partir dai, uma resposta nociceptiva (SCHUMACHER; BASBAUM,;
WAY, 2012).
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2.8. Tratamento farmacoldgico da dor

A terapia farmacologica continua sendo a base para o tratamento dos pacientes com dor,
apesar de existirem outros métodos inovadores como as intervengdes psicoldgicas que incluem
a terapia cognitivo-comportamental, hipnose, terapia de aceitacdo e compromisso, dentre outras
(DRISCOLL et al., 2021; TIMMERMAN et al., 2016). A ndo adesdo ao tratamento
farmacoldgico resulta em aumento dos custos de satde, bem como da morbidade e mortalidade
(DIMATEQ et al., 2002). Apesar de as pessoas que sofrem de dor usarem medicamentos para
mitiga-la, tal terapia ndo é tdo eficaz quanto desejado (ANDERSSON et al., 1999).

O tratamento farmacoldgico atual consiste na utilizacdo de analgésicos periféricos,
opioides e farmacos adjuvantes (FRIEDRICHSDORF; GOUBERT, 2020).

Os analgésicos periféricos, comumente conhecidos como analgésicos nao-opioides, sdo
representados pelo acetaminofeno (paracetamol) e anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES).
O mecanismo de acdo desta classe de farmacos se baseia na inibicdo da enzima ciclooxigenase
(COX), evitando a producéo de mediadores da dor e inflamacao no sistema nervosos periférico.
Embora ndo causem dependéncia fisica, reacBes adversas como sangramentos e efeitos
colaterais gastrointestinais, hepaticos e renais, podem ser observados apés o seu uso (NISSEN
etal., 2016).

Os opioides sdo frequentemente indicados na dor aguda média a intensa. A morfina
continua sendo o principal representante da classe, mas outros opioides, também eficazes no
tratamento analgésico, sdo bem utilizados na prética clinica como os alcaloides naturais
(codeina, papaverina e tebaina), opioides semi-sintéticos (diamorfina, di-hidrocodeina,
buprenorfina, nalbufina e oxicodona) e opioides sintéticos (levorfanol, butorfanol, metadona,
propoxifeno, pentazocina, fenazocina, petidina, alfentanil, fentanil, sufentanil e remifentanil)
(FRIEDRICHSDORF; GOUBERT, 2020). Eles inibem a nocicepcdo através da ligacdo a
receptores opioidérgicos localizados no SNC e periférico, 0 que provoca, através de uma
cascata de sinalizagdo, o fechamento de canais de calcio voltagem-dependente no neurénio pre-
sinaptico, reduzindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios, além de uma
hiperpolarizacdo pds-sinaptica feita através da abertura de canais de potéssio (PATHAN;
WILLIAMS, 2012).

Os analgésicos adjuvantes podem melhorar o controle da dor especialmente no
tratamento da dor neuropatica e visceral (FINNERUP et al., 2015; FRIEDRICHSDOREF;
NUGENT, 2013). Nesta classe estdo os antiepilépticos (gabapentina, pregabalina e
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carbamazepina), agonistas a-2 adrenérgicos (clonidina e dexmedetomidina), antidepressivos
triciclicos (amitriptilina e nortriptilina), blogueadores do receptor NMDA (cetamina) e
bloqueadores do canal de sodio (lidocaina) (FRIEDRICHSDORF; GOUBERT, 2020).
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3.

3.1.

3.2.

A\

Objetivos

Objetivo geral

Avaliar comparativamente a atividade antinociceptiva e 0s possiveis mecanismos de
acao decorrentes da administracdo de 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (M-TMCA) e

3,4,5-trimetoxicinamato de butila (B-TMCA) em camundongos.

Objetivos especificos

Investigar a toxicidade aguda de M-TMCA e B-TMCA em camundongos;

Caracterizar os efeitos sobre 0 SNC de M-TMCA e B-TMCA,;

Avaliar a coordenagdo motora e possiveis sinais de relaxamento muscular em animais
administrados com M-TMCA e B-TMCA;

Avaliar a atividade antinociceptiva de M-TMCA e B-TMCA em modelos de nocicep¢éo
quimica;

Realizar estudo computacional de predicdo (docking consenso) para predeterminar
possiveis mecanismos de acao;

Escolher a molécula com melhor atividade antinociceptiva para pesquisar, por técnicas

farmacoldgicas in vivo, possiveis mecanismos de acéo envolvidos na antinocicepgao.
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4, Material

4.1. Animais

No presente estudo, foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss, machos com
trés meses de vida, pesando entre 25-35 g, provenientes da Unidade de Producdo Animal
(UPA), do Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

Os animais foram mantidos no biotério em gaiolas de polipropileno, contendo 20
camundongos, sob condi¢6es monitoradas de temperatura de 21 £ 1° C, tiveram livre acesso a
uma dieta controlada a base de racdo e agua. Os animais também foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara das 6:00 as 18:00 horas.

Os procedimentos adotados estavam de acordo com: a) Decreto n° 24.645 de 10 de julho
de 1934 que asseguram os direitos dos animais, estabelecendo medidas de protecdo aos
mesmos; b) Lei n° 6.638 de 8 de maio de 1979, que normatiza as préaticas didatico-cientificas
da vivissecdo de animais (Brasil, 1934; Brasil, 1979) e c) Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008
(Lei Arouca), que dispde sobre procedimentos para 0 uso cientifico de animais. No presente
estudo, todos os animais foram eutanasiados de acordo com os procedimentos estabelecidos na
Resolucdo Normativa n® 37 secéo I, de 15 de fevereiro de 2018, que se trata da Diretriz da
Prética de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal. Todos 0s
procedimentos desde o inicio do estudo até 0 momento de eutanasia foram realizados para evitar
o0 sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB), sob
a certiddo N° 322-5203080318.

4.2.  Local de pesquisa e condi¢cfes experimentais

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Psicofarmacologia
Elisaldo Carlini e no Laboratdrio de Quimioinformaética, localizados no IPeFarM, no periodo
compreendido entre as 12:00 e as 17:00 horas. Os animais foram pesados e separados em grupos
de no maximo 4 animais por gaiola com antecedéncia de no minimo 1 hora para o inicio dos

testes experimentais, com a finalidade de promover uma adaptacéo ao novo ambiente, e assim
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evitar possiveis alteracfes fisiologicas e comportamentais que podem decorrer do estresse
causado pelo seu manuseio.

As bancadas e os aparelhos utilizados foram higienizados com alcool 70%, entretanto,
durante os testes, foi utilizado etanol com baixa graduacdo (10%), na tentativa de diminuir

possiveis odores que pudessem interferir no comportamento dos animais.

4.3. Substancias utilizadas

Acido acético glacial (Reagen - Brasil)

Acido 3,4,5-trimetoxicindmico (Sigma Chemical Co. - E.U.A)

Agua destilada (UFPB - Brasil)

B-TMCA (Laboratorio de Quimica Farmacéutica/CCS/UFPB - Brasil)
Cafeina (Merck — E.U.A.)

Cloridrato de morfina (Sigma Chemical Co. - E.U.A)

Diazepam (Cristalia Produtos Quimicos - Brasil)

Etanol (UFPB - Brasil)

Formaldeido 37% (Vetec - Brasil)

M-TMCA (Laborato6rio de Quimica Farmacéutica/ CCS/UFPB - Brasil)
Tween 80 (Vetec - Brasil)

V V V V V V V V V VYV VY

4.4. Preparacdo da amostra do M-TMCA e B-TMCA

M-TMCA e B-TMCA (Figura 5) foram dissolvidos em Tween 80 a 5% e em &gua
destilada, utilizando-se concentracdes decimais de forma a possibilitar a injecdo intraperitoneal

(i.p.) de 0,1 mL/10g de peso do animal.

Figura 5 - 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (A) e 3,4,5-trimetoxicinamato de butila (B).
| (0] O
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5. Métodos

5.1. Ensaios farmacologicos utilizados

5.1.1. Estudos da toxicidade aguda para determinacéo da DLso

O estudo da toxicidade aguda para determinacdo da dose letal 50% (DLso) permite
avaliar a toxicidade aguda de drogas, partindo-se do principio de que a descoberta de uma dose
que é capaz de provocar o 6bito em 50% dos animais pode gerar uma margem de seguranca
para o estudo farmacol6gico (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

A DLso foi realizada de acordo com a diretriz internacional da Organizagdo para
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2002), no qual 9 animais fémeas divididos
em trés grupos (solucdo salina 0,9%, M-TMCA e B-TMCA) foram usadas em cada etapa. A
dose inicial selecionada foi a de 300 mg/kg, administrada intraperitonealmente, seguindo o
protocolo de acordo sobrevivéncia dos animais. A DLso foi utilizada como pardmetro para

selecdo das doses, utilizadas nos testes comportamentais.

5.1.2. Efeitos do M-TMCA e B-TMCA na triagem farmacoldgica

A triagem farmacoldgica comportamental é um dos primeiros procedimentos para a
caracterizacdo de uma droga no SNC e Sistema Nervoso Autdnomo (SNA), sendo avaliada por
meio de um protocolo experimental, proposto por Almeida e Oliveira (2006). Tal metodologia
permite que o estudo farmacolégico seja direcionado para testes mais especificos.

Os camundongos foram colocados em gaiolas de polietileno, divididos em grupos
compostos por seis animais (n=6), pré-tratados com veiculo (solucdo salina 0,9%, i.p.), M-
TMCA (50, 75, 100 mg/kg, i.p.), B-TMCA (50, 75, 100 mg/kg, i.p.). As anotacbes dos
parametros comportamentais foram feitas em intervalos compreendidos entre 0-30; 31-60; 61-
120 e 121-240 minutos ap0s o tratamento, sendo estas comparadas ao grupo que recebeu apenas

o veiculo, possibilitando inferir uma atuacdo no SNC e/ou SNA.

5.1.3. Teste do da barra giratoria

Inicialmente descrito por Dunham e Miya (1957), o teste da barra giratoria (rota-rod)

avalia a coordenag@o motora por meio da capacidade do animal em permanecer sobre uma barra
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giratéria em intervalos de tempo pré-estabelecidos. Esse teste é amplamente aceito como
método de triagem para avaliar alteracdes neuroldgicas associadas a modificacdes cerebelares
produzidas por drogas como os antiepilépticos e antipsicéticos (LUSZCZKI et al., 2005).

Os animais foram pré-selecionados para uma sessao de treinamento, 24 horas antes do
teste, sem a administracdo de qualquer substancia, com base na capacidade de permanéncia na
barra giratéria (7 rotacbes por minuto), sendo excluidos aqueles que nao conseguiram
permanecer sobre a barra por pelo menos 1 minuto em trés tentativas.

Grupos de animais (n=6) foram tratados (i.p.) com veiculo (solugédo salina 0,9%) ou
diazepam (4 mg/kg) ou M-TMCA (50, 75, 100 mg/kg) ou B-TMCA (50, 75, 100 mg/kg). Apos
30, 60 e 120 minutos, os animais foram colocados na barra giratoria para avaliagdo do tempo

de permanéncia gue foi registrado durante 1 minuto.

5.1.4. Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

O teste das contorc¢es abdominais induzidas pelo acido acético é um teste utilizado na
triagem de drogas com potencial efeito antinociceptivo (COLLIER et al., 1968). Os animais
foram divididos em grupos (n=6) e alocados para receber o veiculo, M-TMCA (50, 75, 100
mg/kg, i.p.) ou B-TMCA (50, 75, 100 mg/kg, i.p.) ou morfina (10 mg/kg, i.p.) como controle
positivo. Trinta minutos apds o tratamento, os animais receberam uma inje¢do intraperitoneal
de solugdo de 4cido acético 1% (10uL/g de peso) que provocou contor¢des abdominais. Cada
animal foi colocado em uma caixa de observacdo individual e o nimero de contor¢des foi
registrado por um periodo de 10 minutos para cada animal. Uma contorcdo €é caracterizada por

uma contrac¢do do muasculo abdominal e alongamento das patas traseiras.

5.1.5. Teste da formalina

O teste da formalina foi realizado em camundongos como descrito por Hunskaar e Hole
(1987), com algumas modificacdes. Este teste é considerado um modelo de dor persistente e
em sua metodologia uma solucdo de formalina 2,5% é injetada na regido intraplantar do
camundongo o que causa a estimulacdo de nociceptores e provoca o comportamento de lambida
ou mordida da pata como resposta nociceptiva (SOUZA et al., 2000).

O experimento é considerado um modelo bifasico de comportamentos de dor. A
primeira fase (fase neurogénica) contabilizada de 0 a 5 minutos, em seguida, ha um periodo de

“descanso” (interfase) que dura aproximadamente 10 minutos, na sequéncia, ocorre uma
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segunda fase (fase inflamatdria) que é contabilizada no tempo de 15 a 30 minutos
(HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Trinta minutos apos o tratamento com o veiculo, M-TMCA (50, 75, 100 mg/kg, i.p.) ou
B-TMCA (50, 75, 100 mg/kg, i.p.) ou morfina (10 mg/kg, i.p.), formalina (20 uL, 2,5%) foi
administrada na regido intraplantar do animal pata traseira direita. A quantidade total de tempo
de lambida da pata foi registrada em duas fases: a fase neurogénica e a fase inflamatoria. Os
animais foram colocados individualmente em um aparato espelhado para observacdo do

comportamento nociceptivo.

5.2. Docking consenso

O docking foi executado no programa Molegro Virtual Docker v6.0 (MVD)
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) e selecionados onze alvos para os estudos de docking
(Tabela 1). Inicialmente, foram removidas todas as moléculas de dgua da estrutura cristalina e
calculado o desvio médio da raiz quadrada (do inglés “Root Mean Square Deviation” — RMSD)
das poses que indica o grau de confiabilidade do docking. O RMSD prediz 0 modo de ligagédo
proximo a estrutura experimental e é considerado bem sucedido se o valor estiver abaixo de 2,0
A. Uma estratégia consenso utilizando cinco diferentes funcdes de pontuagio foi a metodologia
usada para confirmar os melhores resultados obtidos pelo MVD. Para isso, os valores de
predicdo de afinidade de ligacdo maior que os ligantes cristalograficos em pelo menos trés
programas de docking foi considerado como resultados positivos para prosseguir com os testes
experimentais. Esse tipo de metodologia consenso contribui para aumentar a confiabilidade do
docking e aumentar o nimero de compostos verdadeiros positivos. Os resultados foram
visualizados  através do software MVD e a Discovery Studio 2019
(https://www.3dsbiovia.com/products/collaborative-science/biovia-discovery-
studio/visualization-download.php). Os compostos que obtiveram valor de afinidade de ligacéo
superior ao ligante cristalografico em pelo menos trés programas para cada alvo foram

considerados como resultado ideal para prosseguir com os testes experimentais.
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Tabela 1. Informag6es das enzimas selecionadas depositadas no banco de dados PDB e utilizadas para o docking.

PDB ID Enzima Classe Ligante PDB Resolugdo
ol
. Proteina de (
5N2S Adenosina 1 (A;) sinalizacdo @ 36A
BN
=y
9
SN2R Adenosina 2 (A2) Proteina de \Q 2.8 A
membrana ~1
d
5IKR Ciclo-oxigenase 2 bj\/
(COX-2) Oxidorredutase ! 23A
Acid °
e, e Y
6HUJ (GABA) membrana 5 30A
Fa
AN l ~
i SN
6E59 NK: Proteina de @ 34 A
sinalizacéo (™
—S
OH
N-metil-D-aspartato Proteina /N
512N (NMDA) HN ‘0 2.6 A
transportadora
Receptor p opidide Proteina de
6DDE (LOR) membrana 35A
Receptor kappa .
6B73 opicide Proteina de 31A
membrana

(KOR)
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—
Recgsitgir d(ielta Proteina de O~ fj
W
4ARWA (50R) membrana //\} 32A

Receptor de

serotonina 2B Proteina de
6DRY (5HT2s) membrana 29A
Receptor Dopamina Proteina de "\f
6CM4 (D) membrana - 28A

5.2.1. Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD)

Foi utilizado o software MVD com os parametros predefinidos no mesmo software. Para
o procedimento de acoplamento (ligante — enzima) foi utilizada um GRID de 15 A de raio e
0,30 de resolucdo que cobre o local do sitio de ligacdo, definido através de um ligante conhecido
para cada enzima. Foi gerado o modelo para realizar o encaixe com caracteristicas esperadas
entre o ligante e a enzima, utilizando o algoritmo de busca heuristica que combina evolucao
diferencial e o ligante cristalografico como molde. O algoritmo de previsdo de cavidades
(Moldock) e a funcéo de pontuacdo Moldock score foram selecionados para obter os resultados
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

5.2.2. Gold5.6.2

O software GOLD 5.6.2 foi usado com os parametros padronizados pelo programa. Foi
usado um GRID de 10 A e o algoritmo genético, que faz busca aleatoria do espaco
conformacional diminuindo a probabilidade de o ligante ficar preso em locais minimos. A
fungdo de pontuacgdo selecionada foi o Goldscore. Essa fungdo € semelhante a mecanica
molecular com quatro termos:

Goldsore = Shb_ext + Svaw_ext + Shb_int + Svdw_int
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onde, Sho_ext € 0 escore de ligacao hidrogénio-proteina-ligante, Svaw ext € 0 escore de proteina-
ligante de van der Waals, Shy_int € @ contribuicdo das liga¢des intramoleculares e de hidrogénio
do ligante; e Svaw int € @ contribuicdo da tensdo intramolecular do ligante (VERDONK et al.,
2003).

5.2.3. AutoDock Vina (Vina)

Foi utilizado o AutoDock Vina sob a interface grafica do programa PyRx Virtual
Screening tool mantendo os parametros estabelecido pelo software. Esse programa é baseado
no algoritmo genético e energia de ligacdo empirica por campo de forga. Arquivos de proteinas
e ligantes foram convertidos para o formato pdbqt e 0 GRID gerado foi conduzido a regido do
sitio ativo. O AutoDock Vina gerou 10 conformac@es para cada ligante e os mesmos foram
utilizados no presente estudo para anélise. A funcdo de pontuacdo Binding affinity (Kcal/mol)
corresponde ao somatdrio das contribuic6es intermolecular e intramolecular e os potenciais sao
baseados no conhecimento e pontuacdo empirica (DALLAKYAN; OLSON, 2015).

5.2.4. AutoDock 4.2.6. (AD4)

Arquivos de proteinas e ligantes foram convertidos para o formato pdbqt usando a
interface grafica do programa PyRx Virtual Screening Tool. O AutoDock emprega Algoritmo
Genético Lamarckiano (AGL) e funcdo de pontuacdo de energia livre empirica para gerar
conformacdes dos ligantes dentro do sitio ativo da proteina. O tamanho da populacdo e o
namero de geracfes foram mantidos conforme parametros pré-definidos pelo programa. O

numero de acoplamentos foi definido como 10 (MORRIS et al, 2009).

5.2.5. Plants

A funcdo empirica ChemPLP foi utilizada, que é uma mistura das fungdes de pontuacdo
PLP (Funcéo de pontuacgéo linear) do Plants e o Chemscore do Gold. O ChemPLP introduz
termos dependentes de angulo para ligacao de hidrogénio e ligacdo a metais que é baseado na
otimizacdo de col6nias de formigas (ACO). O docking foi executado no Gold 5.6.2 usando 0s
parametros pré-definidos pelo programa (KORB et al, 2009).
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5.3.  Simulagdes de dindmica molecular

As simulacdes de dindmica molecular foram realizadas para estimar a flexibilidade das
interacdes entre proteinas e ligantes usando o software GROMACS 5.0 (ABRAHAM et al,
2015; BERENDSEN; VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995). A topologia dos ligantes foi
preparada usando o gerador de topologia ATB (https://atb.ug.edu.au/) (MALDE et al. 2011)
aplicando o campo de forca GROMOS96 54a7. A topologia da proteina também foi preparada
usando o campo de forca GROMOS96 54a7 no GROMACS.

A simulacédo da dindmica molecular foi realizada usando o modelo de 4gua SPC de carga
pontual estendida em uma caixa cubica (BONDI, 1964). O sistema foi neutralizado pela adi¢do
de fons (CI" e Na*) e minimizado para remover maus contatos entre moléculas complexas e
solvente. O sistema também foi balanceado em 300K usando o algoritmo V-rescale em 100ps
representado por NVT (nimero constante de particulas, volume e temperatura), seguido por
equilibrio a 1 atm de pressdo usando o algoritmo Parrinello-Rahman como NPT (particulas
numéricas constantes pressdo e temperatura) até 100ps. As simulacGes de dinamica molecular
foram realizadas em 5.000.000 etapas a 10ns. Para determinar a flexibilidade da estrutura e se
0 complexo é estavel perto da estrutura experimental, o deslocamento médio da raiz quadrada
(RMSD) de todos os atomos de Ca. foi calculado em relacdo as estruturas de partida. FlutuacGes
residuais (RMSF) também foram analisadas para entender o papel dos residuos proximos ao
local de ligacao do receptor. Os graficos de RMSD e RMSF foram gerados no software Grace
(http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/) e a proteina e os ligantes foram visualizados no
UCSF Chimera (PETTERSEN et al, 2004).

5.4. Investigacdo do mecanismo de acdo da propriedade antinociceptiva do B-TMCA

Com base nos resultados obtidos pelos testes comportamentais e pelo docking consenso
foram avaliados os possiveis mecanismos de acdo da atividade antinociceptiva do B-TMCA,
no qual foi escolhida a dose de 75 mg/kg (i.p.), dose que apresentou melhor efeito
antinociceptivo. A reversdo da propriedade antinociceptiva do composto por um antagonista
especifico de neurotransmissores de varias vias que modulam o processo doloroso foi o critério
adotado para a determinacdo do mecanismo de acdo do mesmo.

As vias de neuromodulacdo estudadas foram a adenosinérgica e a glutamatérgica.
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5.4.1. Estudo do envolvimento do sistema adenosinérgico

A participacdo do sistema adenosinérgico no mecanismo de acdo do B-TMCA foi
estudada utilizando a cafeina (antagonista ndo seletivo dos receptores de adenosina). Os animais
foram divididos em grupos (n=6) e alocados para receber o veiculo, B-TMCA (75 mg/kg, i.p.),
cafeina (10 mg/kg, subcutaneo) ou cafeina + B-TMCA (a cafeina foi administrada 15 minutos
antes da administracdo do B-TMCA). Trinta minutos ap0s os tratamentos, os animais foram

submetidos ao teste de formalina.

5.4.2. Estudo do envolvimento do sistema glutamatérgico

Os grupos de camundongos (n=6) foram pré-tratados com veiculo, B-TMCA (75 mg/kg,
i.p.) ou MK-801 (0,15 mg/kg, i.p.). Ap0s trinta minutos da administracdo, os animais receberam
uma injeg¢ao intraplantar de 20 pLL de uma solugao de glutamato (30 umol/pata) na pata posterior
direita e o tempo de lambida ou mordida da pata foi registrado por 15 minutos (BEIRITH;
SANTOS; CALIXTO, 2002).

5.5. Andlise estatistica

Os resultados séo apresentados como médias * erro padrdo da média (EPM) obtidos em
cada experimento individual em relacdo aos valores de controle. Para a andlise estatistica dos
dados foi realizado a Andlise de Variancia (ANOVA) “one-way” seguida pelo teste de Dunnett
para os resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica. O teste ‘t’ post hoc foi
utilizado para comparar dois grupos independentes que obedeceram a uma distribuicao

paramétrica. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6. Resultados

6.1. Toxicidade aguda e avaliacdo geral do M-TMCA e B-TMCA no sistema nervoso

central

6.1.1. Toxicidade aguda e triagem farmacoldgica

Os estudos foram iniciados com a determinacgéo da toxicidade aguda, no qual a DLso foi
estimada em 500 mg/kg para ambas as drogas (M-TMCA e B-TMCA, via i.p.) conforme
preconizaa OECD 423, sugerindo que doses maiores ou iguais a esta apresentam efeitos toxicos
potenciais. Quanto a analise comportamental avaliada através da triagem farmacoldgica, 0s
camundongos tratados com 0 M-TMCA e B-TMCA na dose de 300 mg/kg apresentaram
ambulacdo diminuida, analgesia, reflexo do endireitamento e resposta ao toque diminuidos.
Observou-se que na dose de 2000 mg/kg os animais apresentaram abducdo das patas
posteriores, ambulacdo e forca para agarrar diminuida, analgesia, sedacdo, ataxia, perda do
reflexo auricular e corneal, ptose palpebral, constipacdo, cianose, reflexo do endireitamento,
resposta ao toque diminuidos e morte.

A partir disso, as doses escolhidas para os testes posteriores corresponderdo a 1/3, 1/4 e
1/5 da dose de 300 mg/kg, o equivalente a 100, 75 e 50 mg/kg, respectivamente.

6.1.2. Avaliacéo do efeito miorrelaxante do M-TMCA e B-TMCA

No teste da barra giratoria (rota-rod), o tratamento dos animais com M-TMCA (Figura
6) ou B-TMCA (Figura 7) nas doses de 50, 75, 100 mg/kg (i.p.) ndo alterou a coordenacao
motora significativamente, em nenhum dos momentos avaliados. O diazepam (4 mg/kg, i.p.),

droga padrdo, reduziu a coordenacdo motora em todos os tempos avaliados.
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Figura 6. Efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.) e diazepam (4 mg/kg, i.p.) no

teste de rota-rod.
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Cada barra representa a média + EPM de seis animais. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle (ANOVA

seguida pelo teste de Dunnett).

Figura 7. Efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de butila (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.) e diazepam (4 mg/kg, i.p.) no teste

de rota-rod.
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Cada barra representa a média £ EPM de seis animais. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle (ANOVA

seguida pelo teste de Dunnett).

6.2. Estudo da atividade antinociceptiva do M-TMCA e B-TMCA

6.2.1. Efeito do M-TMCA e B-TMCA no teste das contor¢des abdominais induzidas pelo

acido acético
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Nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg, o M-TMCA reduziu significativamente o nimero de
contorgdes (11,4 + 4,1; 14,7 £ 4,1 e 12,2 £ 4,1, respectivamente) em comparagdo ao grupo
controle (49,7 = 4,4). O B-TMCA, nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg também reduziu,
significativamente, o nimero de contorcdes (8,1 + 0,4; 0,1 £ 0,1 e 34,9 + 4,4 respectivamente)
em comparagéo ao grupo controle. No grupo de morfina (10 mg/kg, i.p.), ndo houve contorgdes
(0,0 £ 0,0). Houveram também alteracGes significativas quando foi comparado entre si 0s
grupos M-TMCA e B-TMCA, nas doses de 75 e 100 mg/kg (Figura 8).

Figura 8. Efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.), 3,4,5-trimetoxicinamato de butila
(50, 75 e 100 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) no teste do acido acético.
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Cada barra representa a média + EPM de seis animais. ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle
(ANOVA seguida pelo teste de Dunnett) e #p<0,01 quando comparados entre 0s grupos (teste ‘t” post hoc).

6.2.2. Efeito do M-TMCA e B-TMCA no teste da nocicepcéo induzida pela formalina

Verificou-se que o pré-tratamento com B-TMCA em todas as doses (50, 75 e 100 mg/kg,
i.p.) reduziu significativamente a o tempo que 0s animais passaram lambendo as patas na
primeira fase (33,0 £ 2,6; 38,9 £5,9 e 43,1 £ 6,4 s, respectivamente); entretanto, a administracéo
com M-TMCA néo foi capaz de reduzir significativamente o tempo de lambida na primeira
fase, quando comparados com o grupo controle (72,3 = 9,0 s). Alem disso, em todas as doses
observam-se diferencas significativas quando comparados os grupos entre si (Figura 9).

Na segunda fase do teste foi possivel observar um efeito inibitorio em todas as doses
administradas de ambas as drogas quando comparadas ao grupo controle (175,1 £ 14,4 s). Para
0 M-TMCA houve reducéo do tempo de lambida de 94,0 £ 9,0; 95,4 + 13,1 € 81,0 £ 9,9 s nas
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doses de 50, 75 e 100 mg/kg, respectivamente. J4 no B-TMCA a reducdo do tempo de lambida
foi de 65,1 + 10,7; 60,3 £ 14,6 e 34,7 £ 12,1 s nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg, respectivamente
(Figura 10).

Como esperado, no grupo tratado com morfina (10 mg/kg, i.p.), a nocicepcao foi
significativamente inibida em ambas as fases em relacdo ao grupo controle negativo (Figura 9
e 10).

Figura 9. O efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.), 3,4,5-trimetoxicinamato de
butila (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na primeira fase do teste da formalina.
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Cada barra representa a média £ EPM de seis animais. ****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01 quando comparado
ao grupo controle (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett) e #p<0,01; #p<0,1 quando comparados entre 0s grupos
(teste ‘t” post hoc).

Figura 10. O efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.), 3,4,5-trimetoxicinamato de
butila (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/Kkg, i.p.) na segunda fase do teste da formalina.
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Cada barra representa a média + EPM de seis animais. ****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01 quando comparado
ao grupo controle (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett) e #p<0,01; #p<0,1 quando comparados entre 0s grupos
(teste ‘t” post hoc).
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6.3.  Docking consenso

Os resultados de docking gerados pelas cinco funcbes de pontuacdo usadas, foram
validados por redocking do ligante cristalografico e calculado o RMSD das poses obtidas. Os
resultados mostraram que todos os programas conseguiram posicionar bem o ligante no sitio
ativo, com valores de RMSD abaixo de 2.0A, exceto o Gold para os alvos NK; (3.99A), nOR
(3.93A), SOR (2.55A), 5HT2s (2.60A) ¢ o Plants para os alvos ptOR (4.76A) ¢ D, (2.17A)
(Quadro 1). Apenas o programa AD4 néo foi possivel calcular o RMSD das poses, devido a

indisponibilidade de acesso dos mesmos.

Quadro 1. Enzimas complexadas aos seus respectivos ligantes (azul e vermelho), sobreposi¢des da melhor pose
no redocking (azul) e ligante cristalogréafico (verde) e valores de RMSD.

Complexo proteina-ligante Redocking RMSD

MVD =0.11
Gold =0.25
Vina=0.16
Plants = 1.17

MVD =0.35
Gold =0.77
Vina=0.96
Plants = 0.11

Az 8JN

MVD =0.15
Gold =0.52
Vina=0.71
) Plants = 0.70

COX-2 Acido Mefenamico (1D8)
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¥

Acido a-aminobutirico (ABU)

MVD =0.10
Gold =0.73
Vina =1.04
Plants = 0.06

%,

L76

MVD =0.42
Gold =3.99
Vina =0.39
Plants = 1.69

:

GLY (Glicina)

MVD =0.20
Gold =0.71
Vina=1.91
Plants = 0.34

DAMGO (PRD)

MVD = 0.45
Gold =3.93
Vina =153
Plants = 4.76

4

Cvv

MVD =0.14
Gold =0.30
Vina =0.50
Plants = 0.21
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MVD =1.40
Gold =2.55
Vina=2.04
Plants = 1.54

5HT 28

Metilergometrina (H8D)

MVD =0.19
Gold =2.60
Vina=1.24
Plants = 1.37

Receptor Dopamina (D>)

2 1
= 3 ,
8NU

MVD =0.16
Gold =1.69
Vina =1.37
Plants = 2.17

Os resultados de docking no MVD mostraram que o composto M-TMCA obteve valores

de predicdo de energia de ligacdo proxima ou superior ao ligante cristalografico para o alvo

COX-2. Enquanto que o composto B-TMCA obteve valores de predi¢cdo de energia de ligacao

superior ao ligante cristalografico para os alvos A1, COX-2 e NMDA (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados dos valores de energia de ligacdo calculados no MVD. Em negrito, estdo destacados 0s

valores de energia superior ao ligante PDB.

ID Ax Az COX-2 GABA NK1 NMDA pOR KOR O0OR  5HT2zs D2
M-TMCA -84.92 -77.13 -108.01 -19.61 -76.77 -48.77 -68.07 -78.92  -75.09 -83.34 -103.99
B-TMCA -101.53 -87.56 -116.73  15.53 -86.35  -63.83 -82.10  -100.74 -76.40 -92.62 -109.60

PDB  -109.03 -132.6 -93.45 -88.65 -163.24 -7445 -112.64 -135.82 -108.98 -113.50 -146.23

Os compostos foram submetidos ao docking consenso usando outras quatro diferentes

funcOes de pontuacdo (Goldscore, Binding energy do Vina e AD4, e a fun¢do ChemPLP) para

seus respectivos alvos onde foi possivel observar a energia ligagdo ao ligante PDB (Tabela 3).

Apos os calculos, consideramos como resultados confiaveis, os compostos que alcangaram

valores de energia de ligagdo proxima ou superior ao ligante PDB em pelo menos trés funcbes
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de pontuacdo diferentes. Observamos, com os resultados, que o composto M-TMCA s6 ¢
melhor que o ligante PDB no receptor NMDA. Foi confirmado a afinidade de ligagcdo do
composto B-TMCA nos alvos A1, COX-2 e NMDA. Portanto, sugerimos a partir do docking
consenso que 0 mecanismo de a¢do do composto M-TMCA seja através do receptor NMDA, e

que para 0 composto B-TMCA, sugerimos que este atue na A;, COX-2 e NMDA.

Tabela 3. Resultados dos valores de energia de ligacdo em cinco diferentes funcdes de pontuacdo. Em negrito,
estdo destacados os valores energia superior ao ligante PDB.

Moldock Goldscore Binding energy Binding energy = ChemPLP

Molecula 1y (GOLD) (Autodock Vina) (Autodock) (PLANTS)
Adenosina 1 (A1)
M-TMCA -84.92 32.08 -6.3 -4.74 30.33
B-TMCA -101.53 45.68 -6.9 -5.50 35.51
PDB 8K8 -109.03 48.78 -6.8 -5.60 54.73
Ciclo-oxigenase 2 (COX-2)
M-TMCA -108.01 47.27 -6.6 -5.99 42.62
B-TMCA -116.73 56.54 -7.1 -6.16 52.50
PDB ID8 -93.45 55.02 -8.8 -7.15 50.98
N-metil-D-aspartato (NMDA)
M-TMCA -48.77 37.51 -5.1 -6.10 46.48
B-TMCA -63.83 43.94 -5.1 -5.64 37.02
PDB GLY -74.45 21.96 -3.1 -5.60 26.42

A figura 11 mostra que o ligante B-TMCA conseguiu formar mais interagdes com o
alvo A: do que o ligante PDB. Foram observadas interagdes de hidrogénio com os residuos
Leu88, Throl, Glul72 e Ans284 na regido do sitio ativo e interagdes hidrofébicas com os
aminoacidos 11e95, Val189, Leu250 e 1le274. Enquanto que o ligante PDB ADN formou apenas
duas interacOes de hidrogénio (Glul72 e Asn254) e quatro interacdes hidrofdbicas (Phel71,
Met180, Leu250 e 1le27).

InteracOes de hidrogénio também foram observadas entre os residuos Ser353, Tyr355,
Gly526 e Ser530 do alvo COX-2 e o ligante B-TMCA (Figura 12). Além disso, interacoes
hidrofébicas também puderam ser observadas com os aminoacidos Val349, Leu352, Ala527 e

Leu531. Interagdes similares também foram observadas para o ligante ID8 e a COX-2.
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Figura 11. Visualizacdo das interacBes 2D e 3D entre os ligantes (B-TMCA e 8K8) e 0 alvo A;. A — Complexo
As-ligantes. B e C — Interagdes 3D e 2D entre o ligante B-TMCA e aminoacidos do A;. D e E — InteragBes 3D e
2D entre o ligante ADN e aminodacidos do Ai. Em verde, estdo representadas as interacGes de hidrogénios e em
rosa, as interac6es hidrofobicas.
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Figura 12. Visualizacao das interagdes 2D e 3D entre os ligantes (B-TMCA e ID8) e 0 alvo COX-2. A — Complexo
COX-2-ligantes. B e C — Interacdes 3D e 2D entre o ligante B-TMCA e aminoécidos do COX-2. D e E — Interagdes
3D e 2D entre o ligante ID8 e aminoacidos do COX-2. Em verde, estdo representadas as interacfes de hidrogénios

e em rosa, as interacdes hidrofébicas.
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6.4.  Simulagdes de dindmica molecular

As simulac¢oes de dindmica molecular foram realizadas com os melhores resultados no
docking. Portanto, as interacdes entre as enzimas COX-2, receptor a A1 ¢ NMDA, o composto
B-TMCA e os ligantes cristalograficos complexados, foram usados para estudar a flexibilidade
e mudangas conformacionais dos complexos durante a simula¢do de dindmica molecular. A
analise de RMSD da COX-2 mostrou que a proteina atingiu conformacdes variando de 0,2 a
0,35 nm de tamanho em 10 ns. Os resultados mostraram que a proteina ¢ estavel (Grafico 1A),
sem alteragdes relevantes. Além disso, quando comparamos a flexibilidade da proteina
complexada aos ligantes, verificamos que complexado a COX-2 a B-TMCA se mantém estavel
em quase toda a simulag@o similar ao RMSD da proteina ndo complexada, enquanto a COX-2
complexada ao inibidor também apresentou estabilidade, com menor RMSD. (Gréafico 1A).
Para o receptor A1, € possivel observar estabilidade e baixa flutuagdo quando complexada com
a B-TMCA (Grafico 1B). Enquanto que o RMSD do receptor NMDA complexado a B-TMCA
e ao inibidor possuem flutuagdes similares, com flutuacdes entre 0,2 e 0,35 nm (Grafico 1C).
Essa flutuacdo confere estabilidade aos dois complexos. Em geral, para as trés proteinas, os
resultados foram satisfatorios e sugerimos que essas proteinas sdo estaveis.

Grafico 1. RMSD dos atomos de Ca das proteinas. A - COX-2 complexado aos compostos B-TMCA e inibidor.
B — A complexado aos compostos B-TMCA e o antagonista. C — NMDA complexado aos compostos B-TMCA e

agonista.
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A analise de RMSD dos ligantes complexada a COX-2, mostrou que a B-TMCA ¢ mais
estavel até os 5 ns, apresentando picos de instabilidade a partir de 6 ns. O ligante cristalografico,

apresentou estabilidade a partir dos 4 ns com RMSD abaixo de 1 nm (Grafico 2A). Enquanto
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que a B-TMCA e o antagonista complexados ao receptor A apresentaram estabilidade em quase

toda a simulac¢do de dindmica molecular (Grafico 2B). J4 a B-TMCA complexada ao NMDA

ndo apresentou estabilidade, diferentemente do agonista que apresentou estabilidade até 7 ns

(Gréfico 2C).

Grafico 2. RMSD dos atomos de Ca dos ligantes. A - COX-2 complexado aos compostos B-TMCA e inibidor. B
— A, complexado aos compostos B-TMCA e o antagonista. C — NMDA complexado aos compostos B-TMCA ¢
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Figura 13. Simulagdes de dindmica molecular durante 1000ps. A — Estrutura do complexo COX-2-B-TMCA e seu
sitio ativo, B — estrutura inicial, C — 200ps, D — 400ps, E — 600ps ¢ F — 800ps ¢ G — 1000ps.

Para compreender a flexibilidade dos residuos e os aminoacidos que contribuem para a
mudancga conformacional da COX-2, foram calculadas as flutuagdes médias da raiz quadrada
(RMSF) de cada aminoacido da enzima. Considerando que os aminoacidos com flutuagdes
acima 0,3 nm contribuem para a flexibilidade da estrutura proteica, constatamos que dentre os
quase 600 aminodcidos presentes na proteina, nenhum contribui para a mudanga
conformacional. Os aminoacidos que foram identificados como responsaveis pela mudanga

estrutural da COX-2 foram: 44, 51-54, 56, 61, 74-84, 134, 136, 139, 369, 371 e 515 (Grafico
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3A). Portanto, nenhum dos aminoacidos responsaveis mudanca conformacional da COX-2 faz
parte do sitio ativo. Enquanto que para a enzima A1, os residuos que contribuem para a mudanga
estrutural da proteica estdo nas posi¢des: 213-224, 226, 228, 261, 262 ¢ 301 (Grafico 3B).
Enquanto que para o NMDA sao as posigoes: 3, 4, 24, 25, 33, 35-37, 57, 98-104 (Gréafico 3C).

Grafico 3. RMSF dos atomos de Ca dos aminoacidos de cada proteina analisada. A - COX-2 complexado aos
compostos B-TMCA e inibidor. B — A; complexado aos compostos B-TMCA e o antagonista. C — NMDA
complexado aos compostos B-TMCA ¢ agonista.
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6.5. Investigacdo do mecanismo de acédo da propriedade antinociceptiva do B-TMCA

6.5.1. Envolvimento do sistema adenosinérgico na atividade antinociceptiva do B-TMCA

Na primeira fase do teste da formalina ndo foi possivel observar qualquer efeito
inibitorio significativo em todos os grupos tratados quando comparados ao grupo controle (57,0
+ 6,1 ) (Figura 14).

No entanto, na segunda fase verificou-se que o pré-tratamento com B-TMCA na dose
de 75 mg/kg (i.p.) reduziu, significativamente, o tempo que os animais passaram lambendo a
pata (46,5 + 2,6s). Também nesta fase, a administracdo de cafeina + B-TMCA (129,6 + 16,4s)
ndo foi capaz de reduzir significativamente o tempo de lambida, quando comparados com o
grupo controle (141,3 £ 9,0 s). Contudo, ao comparar o grupo cafeina + B-TMCA com o grupo

B-TMCA ¢ possivel notar a reversdo do efeito inibitorio (Figura 15).

Figura 14. O efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de butila (75 mg/kg, i.p.) e cafeina (10 mg/kg, s.c.) na primeira
fase do teste da formalina.
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© 400-
8 [ Controle
©
% 80+ B B-TMCA 75 mg/kg
s .

Cafeina 10 mg/k

S 6o- - = I g/Kg
i) - Cafeina 10 mg/kg +
g 40- — B-TMCA 75 mg/kg
3
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- Controle B-TMCA Cafeina Cafeina+B-TMCA

Cada barra representa a média + EPM de seis animais. ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle
(ANOVA seguida pelo teste de Dunnett) e ##p<0,001 quando comparados entre 0s grupos (teste ‘t” post hoc).



Santos, A.K.F.S Resultados |60

Figura 15. O efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de butila (75 mg/kg, i.p.) e cafeina (10 mg/kg, s.c.) na segunda
fase do teste da formalina.
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Cada barra representa a média + EPM de seis animais. ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle
(ANOVA seguida pelo teste de Dunnett) e ##p<0,001 quando comparados entre 0s grupos (teste ‘t” post hoc).

6.5.2. Envolvimento do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do B-TMCA

No teste do glutamato o B-TMCA (75 mg/kg, i.p.) (52,6 £ 6,0 s), MK-801 (0,15 mg/kg,
i.p.) (15,1 £ 4,2 s) e MK-801 + B-TMCA (18,5 £ 4,1 s) inibiram a resposta antinociceptiva
induzida pela administracdo intraplantar de glutamato (20 umol/pata) quando comparados ao
grupo controle (103,4 + 6,0 s). Ao realizarmos a comparacao entre 0s grupos B-TMCA e MK-
801 + B-TMCA houve diferenca estatistica significativa, demonstrando que o B-TMCA néo

tem efeito semelhante ao antagonista do receptor glutamatérgico subtipo NMDA (Figura 16).

Figura 16. O efeito do 3,4,5-trimetoxicinamato de butila (75 mg/kg, i.p.) e MK-801 (0,15 mg/kg, i.p.) no teste do
glutamato.
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Cada barra representa a média + EPM de seis animais. ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle
(ANOVA seguida pelo teste de Dunnett) e ##p<0,001 quando comparados entre 0s grupos (teste ‘t” post hoc).
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7. Discussao

A dor, como condicdo fisiopatologica tem sido amplamente estudada, visto que, apesar
dos tratamentos convencionais, as drogas existentes exibem reacdes adversas indesejaveis.
Sendo assim, a busca por terapias que minimizem esses efeitos é promissora. As plantas e seus
derivados organicos tém demonstrado varios efeitos bioldgicos animadores, no qual o uso de
fitoterapicos vem crescendo cada vez mais. Sendo assim, a exploracdo de novos compostos
quimicos, analogos as moléculas produzidas pelas plantas, representam uma perspectiva para
novos farmacos, pois podem apresentar uma atividade farmacol6gica melhorada, menor
toxicidade e maior potencial terapéutico, quando comparados aos farmacos convencionais
(LIM et al., 2021).

Os fenilpropanoides, constituintes dos 0leos essenciais, sdo bem conhecidos pelo seu
alto potencial terapéutico para o tratamento de diversas doencas, principalmente as que
abrangem a dor. (DA NOBREGA et al., 2018; ARAGAO NETO et al., 2019; FONSECA et
al., 2016; MONTEIRO et al., 2021; SCOTTI et al., 2020).

Nesse contexto, dois derivados do TMCA, um fenilpropanoide de origem natural, foram
sintetizados, no qual modifica¢Oes da cadeia lateral do grupo carboxila produziram M-TMCA
e B-TMCA. M-TMCA ¢é uma substancia que é conhecida na literatura por seus varios efeitos
farmacoldgicos (JUNG et al., 2013; KAWASHIMA et al., 2004; YU et al., 2014; ZHAO et al.,
2013), e 0 B-TMCA é descrito apenas uma vez na literatura (NOBREGA et al., 2019). Sendo
assim, a pesquisa sobre a atividade antinociceptiva dessas moléculas é importante, pois ndo
foram encontrados quaisquer relatos na literatura cientifica a respeito dessa propriedade
farmacoldgica.

Os estudos do M-TMCA e B-TMCA se iniciaram de forma a avaliar um possivel efeito
toxico e determinar as doses seguras que seriam utilizadas no decorrer dessa pesquisa. O
primeiro passo foi obter a DLsg. Utilizando as diretrizes da OECD, esta foi estimada em 500
mg/kg (i.p.), demonstrando que esse composto ¢é de baixa toxicidade. Sendo assim, as doses
utilizadas foram fixadas em 50, 75 e 100 mg/kg, visto que a literatura também apresenta estudos
de derivados do acido cinamico com doses proximas das estabelecidas (GUNIA et al., 2012).

Outro teste feito simultaneamente com a DLso foi a triagem farmacologica, com o
objetivo de tracar o perfil do M-TMCA e B-TMCA no sistema nervoso central e autbnomo, no
gual os parametros comportamentais observados caracterizaram as duas drogas como possiveis
depressoras do sistema nervoso central, pois apresentaram os efeitos de ambulacdo diminuida,

analgesia, reflexo do endireitamento e resposta ao toque diminuidos, e de acordo Almeida e
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Oliveira (2006) drogas que apresentam essas caracteristica possuem um perfil depressor,
indicando que testes para avaliar a atividade antinociceptiva forneceriam resultados
promissores. Tal atividade farmacoldgica também pode ser observada em diversos
fenilpropanoides, como o alcool cinamico e orto-eugenol (FONSECA et al., 2016;
MONTEIRO et al., 2021).

A resposta nociceptiva pode ser alterada por compostos que alteram a atividade
locomotora (VILLALBA et al., 2014). Diante disso, para detectar algum comprometimento do
tbnus muscular ou coordenacdo motora o teste da barra giratéria (rota-rod) foi utilizado
demonstrando que em nenhuma das doses testadas, para ambas as substancias, a coordenagéo
motora dos animais tratados foi afetada, excluindo um efeito miorrelaxante e uma resposta
falso-positiva no comportamento antinociceptivo (PAULA-FREIRE et al., 2013). O alcool
cindmico nas doses de 6.25, 12.5 e 25 mg/kg i.p., ndo alterou a coordenacdo motora em
camundongos submetidos ao mesmo teste (MONTEIRO et al., 2021). Contudo, 0 a-asarone,
um fenilpropanoide, na dose de 100 mg/kg i.p., promoveu comprometimento do tbnus muscular
no teste do rota-rod (PAGES et al., 2010). Isso demonstra que drogas da mesma classe
farmacolo6gica podem apresentar perfis farmacoldgicos distintos.

A atividade antinociceptiva do M-TMCA e B-TMCA foi avaliada usando modelos
quimicos de nocicepcdo. O primeiro teste a ser realizado foi o de contor¢Ges abdominais
induzidas pelo &cido acético. Esse teste é caracterizado como um modelo de dor visceral
classico, no qual a injecdo de &cido acético estimula a liberacdo de varios mediadores
inflamatorios como bradicinina, serotonina, substancia P, histamina e eicosanoides, além de
ativar nociceptores somaticos e viscerais que inervam o peritdnio, causando irritacdo que é
caracterizada por contragcbes abdominais e por estiramento das patas traseiras
(SATYANARAYANA et al., 2004).

Nossos dados mostram que 0 M-TMCA e B-TMCA reduziram o nimero de contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético em comparacdo ao grupo controle. Além disso, é
possivel observar que hd uma diferenca significativa ao comparar 0s grupos entre si que
receberam as doses de 75 e 100 mg/kg i.p., demonstrando que a dose de 75 mg/kg do B-TMCA
é tanto a mais efetiva. Observa-se também que, ao se comparar o grupo tratado com a dose de
75 mg/kg do B-TMCA com o grupo tratado com a dose de 10 mg/kg de morfina (no qual houve
inibicdo completa das contor¢cdes abdominais), ndo ha diferenca estatistica significativa.
Portanto, o mecanismo de acdo pode estar relacionado a redugdo na liberagdo de mediadores
inflamatorios ou bloqueio direto dos receptores que causam a nocicep¢do. Os dados séo

semelhantes a outros estudos realizados com fenilpropanoides que demonstram reducdo no
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namero de contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acético quando essas drogas s&o
administradas (ARAGAO NETO et al., 2019; FONSECA et al., 2016).

O teste das contor¢6es abdominais induzidas pelo &cido acético por si s6 nédo é capaz de
caracterizar se uma droga atua a nivel central ou periférico, por isso, a atividade central ou
periférica deve ser confirmada por outros testes mais especificos (KAWAURA et al., 2011).

O teste de formalina foi escolhido para caracterizar se a droga possui uma atividade
periférica, aléem da central. Tal teste possui uma abordagem metodoldgica que envolve duas
fases distintas, sendo considerado um modelo bifasico de comportamento da dor, no qual o
tempo de lambida da pata que recebe um estimulo nocivo (formalina) é avaliado. A fase
neurogénica, contabilizada de 0 a 5 minutos, é resultante da estimulacéo direta dos nociceptores
periféricos como o TRPAL presentes nas fibras aferentes primarias, principalmente as do tipo
C; a inibicdo desta fase é indicativa de drogas analgésicas que atuam a nivel central. Em
seguida, hd um periodo interfase que dura aproximadamente 10 minutos e resulta de uma
ativagdo de mecanismos inibitorios da dor. Na sequéncia, ocorre a fase inflamatoria,
contabilizada no tempo de 15 a 30 minutos, que é gerada tanto pela estimulacdo dos
nociceptores como pela liberacdo de mediadores inflamatorios como bradicinina, serotonina,
substancia P, 6xido nitrico e prostaglandina E2, induzida pela fase neurogénica. (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987; TIGLSEN et al., 1992; PARADA et al, 2001; FISCHER et al., 2014).

Nossos resultados demonstram que, na primeira fase do teste de formalina, apenas o B-
TMCA foi capaz de reduzir, significativamente, o tempo de lambida da pata. Enquanto que na
segunda fase do teste, tanto 0o M-TMCA quanto o B-TMCA foram capazes de reduzir, de forma
significativa, o tempo de lambida. Esse achado sugere um efeito anti-inflamatério pronunciado
e corroboram com estudos de derivados cinamicos no qual a atividade anti-inflamatéria foi
avaliada (MONTEIRO et al., 2021; OLAJIDE et al., 2020).

A partir destes resultados obtidos nos testes comportamentais é possivel inferir que o
M-TMCA e B-TMCA sdo dotados de uma possivel atividade antinociceptiva inédita sem alterar
a coordenacio motora do animal, pelos modelos experimentais propostos neste trabalho. E
ainda sugerido que os efeitos antinociceptivos do B-TMCA superem o0s do M-TMCA,
mostrando que uma mudanca estrutural na molécula pela adi¢cdo de uma cadeia carbdnica maior
pode melhorar a atividade farmacoldgica da mesma. A literatura nos traz exemplos de que
modifica¢fes quimicas em moléculas com efeitos farmacologicos definidos podem melhorar a
atividade antinociceptiva (DE SOUSA et al., 2007; ZHANG et al., 2018; ZHENG et al., 2019).

Baseado nos testes comportamentais realizados, buscou-se realizar as analises in silico

gue nos permitissem propor um mecanismo de acdo pelo qual é sugerido o efeito
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antinociceptivo. O docking € um método capaz de predizer a conformagdo mais estavel entre
um ligante e uma proteina contribuindo para a descoberta de drogas eficazes. Neste estudo, 0s
resultados do docking foram validados pelo redocking, que consiste em posicionar e prever a
afinidade de ligacao do ligante cristalografico na regido do sitio ativo da enzima. O RMSD
compara e calcula o desvio da raiz quadra média das poses obtidas pelo redocking e a estrutura
do ligante obtida experimentalmente. Para que o docking seja considerado confiavel, é
necessario que o valor de RMSD seja igual ou inferior a 2.0A. O docking consenso, é um
método de pontuacdo comumente usados com docking molecular para a triagem virtual de
ligantes potenciais para uma proteina alvo, que consiste em combinam resultados de diferentes
programas de docking, calculando a média da pontuagdo ou classificagdo de cada molécula
obtida de programas individuais (PALACIO-RODRIGUEZ et al., 2019). Estas metodologias
foram utilizadas em nosso estudo atestando que os resultados do docking consenso mostraram
que o composto M-TMCA obteve valores de predicdo de energia de ligacéo superior ao ligante
cristalogréfico apenas para o alvo COX-2, enquanto que o composto B-TMCA obteve valores
de predicao de energia de ligacdo superior ao ligante cristalografico apenas para os alvos A,
COX-2 e NMDA.

A partir disso, as simulagdes de dindmica molecular foram realizadas com os melhores
resultados obtidos no docking consenso, ou seja, entre 0 B-TMCA e os alvos COX-2, A; e
NMDA. Para isso, o desvio médio quadratico (RMSD) foi calculado para os atomos de Ca da
enzima e das estruturas de cada ligante separadamente. O composto B-TMCA, se mantiveram
estaveis e com baixas flutuacdes em quase toda a simulacdo quando complexadas aos trés alvos.
Isso demonstra vantagem na afinidade da ligacdo, diminuindo a possibilidade de rompimento
de importantes ligacdes. J& na analise de RMSD dos ligantes complexados & COX-2 mostrou
que, embora a proteina sofra pequenas alteracfes estruturais e o0 B-TMCA tenha picos de
instabilidade, a molécula tende a permanecer no sitio ativo. O mesmo ocorre para os ligantes
complexados aos receptores A1 e NMDA. Dessa maneira, a afinidade de ligacdo nédo é perdida
mesmo na presenca de diferentes fatores como temperatura, pressdo solvente e ions. Nesse
contexto, o B-TMCA complexado a COX-2, A1 e NMDA foram analisados através de
programas graficos, no qual foi observado que estes permanecem no sitio ativo interagindo com
diferentes aminoacidos. Residuos com altos valores de RMSF sugerem mais flexibilidade e
valores baixos de RMSF refletem menor flexibilidade. Segundo Orlando e Malkowski (2016),
0s principais residuos envolvidos na ligacdo com inibidores sdo R120, Y355, Y385, W387,
E524, S530 e L531. Nenhum dos aminoacidos responsaveis pela mudanga conformacional da
COX-2, A1 e NMDA faz parte do sitio ativo.
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De acordo com essas anélises, sugere-se que o B-TMCA apresente atividade bioldgica
atuando através de sua ligacdo com a enzima COX-2, e receptores A1 e NMDA. Logo,
buscamos verificar o0 mecanismo de acdo do B-TMCA através de testes in vivo, utilizando
antagonistas dos receptores A1 e NMDA.

A participacéo do sistema adenosinérgico no mecanismo de acdo do B-TMCA foi entéo
investigada. A adenosina atua sobre os seus receptores (A1, Az2a, Az e Asz) acoplados a proteina
G (WU et al., 2005). Os receptores Az, presentes nas regides periféricas, estdo acoplados a
proteina Gi, portanto o mecanismo de acdo antinociceptiva inclui a inibi¢do da enzima adenilato
ciclase e, consequentemente, diminuicdo dos niveis intracelulares de AMPc, provocando a
abertura dos canais de potassio, o0 que promove hiperpolarizacdo celular e inibi¢do da abertura
dos canais de célcio voltagem-dependente, reduzindo assim a liberacao de neurotransmissores
e, portanto, o estimulo doloroso (BORGHI et al., 2002; PATEL, PINNOCK, LEE, 2001). A
cafeina atua no sistema nervoso central antagonizando ndo seletivamente os receptores de
adenosina A1, Aza, Az € Az, promovendo o aumento do AMPc por meio da inibigdo da
fosfodiesterase e liberacdo intracelular de célcio (CARRILLO; BENITEZ, 2000; SHI;
PADGETT; DALY, 2003).

O pré-tratamento com a cafeina foi capaz de inibir o efeito antinociceptivo do B-TMCA
na fase inflamatoria do teste de formalina, indicando o possivel envolvimento dos receptores
A1 na antinocicepcao promovida pelo B-TMCA.

O glutamato é um neurotransmissor excitatorio liberado pelo SNC e SNP em repostas a
um estimulo nociceptivo (YASHPAL et al., 2001). Além disso, ele esta envolvido em varios
processos fisioldgicos, como aprendizagem e memdria (BEIRITH et al., 2002; WILHELM et
al., 2009). Quando ele é administrado ha uma ativacao direta das fibras aferentes primarias, o
que resulta na liberagdo de mediadores inflamatdrios, bem como ativacdo dos receptores
glutamatérgicos (AMPA e NMDA), que se abrem permitindo o influxo de ions Na* e Ca?*,
promovendo a propagacdo do potencial de acdo pelo neurdnio e, consequentemente, uma
resposta nociceptiva (BORDI; UGOLINI, 1999, SCHUMACHER; BASBAUM; WAY, 2012).

Nossos resultados mostram que o B-TMCA teve efeito antinociceptivo no teste do
glutamato, sugerindo uma possivel intera¢cdo com o sistema glutamatérgico. Contudo 0 MK-
801 teve um melhor resultado na diminuicdo da lambida da pata do animal. Sendo assim, mais

estudos sdo necessarios para esclarecer a acdo do B-TMCA sobre os receptores NMDA.
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8.

Concluséao

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir que:

O M-TMCA e B-TMCA apresentam um bom limite de seguranca para sua utilizacéo,

apresentando uma DLso estimada em 500 mg/kg;

M-TMCA e B-TMCA possuem um perfil de drogas depressoras do SNC;

A administragdo de M-TMCA e B-TMCA em camundongos néo altera a coordenacéo

motora,;

O M-TMCA e B-TMCA apresentam importante inédita atividade antinociceptiva nos
modelos de nocicepcao quimica (testes de contor¢des abdominais induzidas pelo acido

acetico e no teste de formalina);

O B-TMCA apresenta uma melhor atividade antinociceptiva quando comparado ao M-
TMCA,;

O docking consenso demonstrou interacdes entre 0 M-TMCA e a enzima COX-2,

enguanto o B-TMCA interage com a enzima COX-2 e receptores A1 e NMDA;

O B-TMCA apresentou envolvimento na transmisséo do estimulo doloroso pelas vias
adenosinérgicas e glutamatérgicas, atuando, possivelmente, sobre os receptores A: e
NMDA.
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