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RESUMO

ARAGAO NETO, H.C. Investigagdo das atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria do acido 3-cumarino carboxilico. 2022. 195p. Tese (Pds-graduacao
em Desenvolvimento e Inovagéo Tecnologica em Medicamentos) - UFPB / CCS, Jo&o
Pessoa - PB.

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano real
ou potencial, ou descrita em termos de tal dano. Estimativas sugerem que 20% dos
adultos sofrem de algum tipo de dor em todo o mundo, como por exemplo a dor
orofacial. O tratamento de disturbios da dor orofacial é dificil e controverso. O uso
terapéutico de anti-inflamatorios ndo esteroidais como analgésicos esta associado a
um amplo espectro de efeitos adversos, incluindo lesées gastrointestinais, eventos
cardiovasculares e toxicidade renal. Nesse contexto, as cumarinas compreendem
uma importante classe de compostos fendlicos, exibindo diversos efeitos
farmacolégicos. Suas aplicagdes terapéuticas dependem da estrutura quimica central
e dos padrdes de substituicdo no anel aromatico destes compostos. As cumarinas
simples representam a principal subclasse com propriedades anti-inflamatérias.
Estudos demonstram que a insergcao de grupos funcionais no carbono 3 do esqueleto
basico cumarinico resulta em agentes farmacologicos com potente efeito anti-
inflamatorio. Nessa conjuntura, o acido 3-cumarino carboxilico (A3CC) € um derivado
substituido das cumarinas simples, cujos efeitos em modelos de dor e inflamagao
ainda nao foram explorados. O presente estudo se propés a investigar pela primeira
vez os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério do A3CC utilizando abordagens in
silico, in vitro e in vivo. Os softwares PASS, Molinspiration, Volsurf+, OSIRIS
DataWarrior e MetaSite 6 foram utilizados para estabelecer dados sobre espectro de
atividade, biodisponibilidade, toxicidade, permeabilidade hematoencefalica,
druglikeness e perfil metabdlico. O efeito sob eritrécitos humanos foi investigado
através de ensaios de hemolise e fragilidade osmética. A atividade antinociceptiva foi
avaliada nos modelos de contorgdes abdominais induzidas por acido acético,
nocicepg¢ao orofacial induzida por glutamato e formalina, e este ultimo foi utilizado na
investigacdo da participacdo da via opioide e de canais K*arp. A atividade anti-
inflamatdria foi analisada através do modelo de edema de pata induzido por
carragenina e corroborada por estudos de docking molecular com a enzima
cicloxigenase (COX). O A3CC demonstrou possuir viabilidade na circulagéo
sanguinea ao exibir baixo percentual de hemolise frente a eritrocitos humanos, além
de ser capaz de proteger a membrana eritrocitaria no teste de fragilidade osmoética
(p<0,001). Ele também exibiu propriedades analgésicas, inibindo significativamente o
comportamento nociceptivo nos testes de nocicepc¢ao orofacial induzida por formalina
(p<0,001) e glutamato (p<0,001), bem como no teste de contor¢cées abdominais
induzidas por acido acético (p<0,0001). O A3CC demonstrou exercer seu efeito
perifericamente, ao exibir propriedades anti-inflamatérias de redu¢cdo do edema de
pata induzido por carragenina (p<0,05). Foi constatado por docking molecular que este
efeito pode estar relacionado com a inibicao da COX-2 por intera¢gdes com os residuos
de Tyr385 e Ser530.

Palavras-chave: cumarina, docking, cicloxigenase, analgesia, inflamacao.



ABSTRACT

ARAGAO NETO, H.C. Investigation of the antinociceptive and anti-inflammatory
activities of coumarin-3-carboxylic acid. 2022. 195p. Thesis (Postgraduate in
Development and Technological Innovation in Medicines) - UFPB / CCS, Jo&o Pessoa
- PB.

Pain is an unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or
potential harm, or described in terms of such harm. Estimates suggest that 20% of
adults suffer from some type of pain worldwide, such as orofacial pain. The treatment
of orofacial pain disorders is difficult and controversial. The therapeutic use of non-
steroidal anti-inflammatory drugs as analgesics is associated with a wide spectrum of
adverse effects, including gastrointestinal injuries, cardiovascular events, and renal
toxicity. In this context, coumarins comprise an important class of phenolic compounds,
exhibiting several pharmacological effects. Their therapeutic applications depend on
the central chemical structure and the substitution patterns in the aromatic ring of these
compounds. Simple coumarins represent the main subclass with anti-inflammatory
properties. Studies demonstrate that the insertion of functional groups at carbon 3 of
the coumarin basic skeleton results in pharmacological agents with potent anti-
inflammatory effects. At this juncture, coumarin-3-carboxylic acid (A3CC) is a
substituted derivative of simple coumarins, whose effects on models of pain and
inflammation have not yet been explored. The present study aimed to investigate for
the first time the antinociceptive and anti-inflammatory effects of A3CC using in silico,
in vitro and in vivo approaches. PASS, Molinspiration, Volsurf+, OSIRIS DataWarrior
and MetaSite 6 software were used to establish data on spectrum of activity,
bioavailability, toxicity, blood-brain permeability, druglikeness and metabolic profile.
The effect on human erythrocytes was investigated through hemolysis and osmotic
fragility assays. The antinociceptive activity was evaluated in the models of acetic acid-
induced writhing test, orofacial nociception induced by glutamate and formalin, and the
latter was used to investigate the participation of the opioid pathway and K*atp
channels. The anti-inflammatory activity was analyzed using the carrageenan-induced
paw edema model and corroborated by molecular docking studies with the enzyme
cyclooxygenase (COX). A3CC demonstrated viability in the bloodstream by showing a
low percentage of hemolysis against human erythrocytes, in addition to being able to
protect the erythrocyte membrane in the osmotic fragility test (p<0.001). It also
exhibited analgesic properties, significantly inhibiting nociceptive behavior in the
formalin (p<0.001) and glutamate (p<0.001) induced orofacial nociception tests, as
well as in the acetic acid-induced writhing test (p<0.0001). A3CC has been shown to
exert its effect peripherally, by exhibiting anti-inflammatory properties to reduce
carrageenan-induced paw edema (p<0.05). It was found by molecular docking that this
effect may be related to the inhibition of COX-2 by interactions with residues of Tyr385
and Ser530.

Keywords: coumarin, docking, cyclooxygenase, analgesia, inflammation.
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1. INTRODUCAO

A dor € uma experiéncia associada a lesdo real ou potencial, sendo
caracterizada como uma experiéncia subjetiva que requer percepc¢ao central para ser
reconhecida em termos de dano. Ja nocicepgdo é caracterizada pelo processamento
dos estimulos nocivos que afetam o individuo, cuja origem pode ser térmica, quimica,
mecanica e inflamatéria, desencadeando a sensacado de dor (LOESER; TREEDE,
2008). A dor possui uma funcao fisiolégica fundamentalmente importante, alertando o
individuo para ameacas ao seu bem-estar e garantindo a preservacgao da integridade
do organismo, uma vez que a exposi¢cao a estimulos nocivos é percebida geralmente

como uma sensacao desagradavel (BELL, 2018).

A dor orofacial esta associada a diversos disturbios, desde doencas
inflamatdrias até sindromes de dor neuropatica, envolvendo dores associadas a
cabeca, face, pescoco e estruturas intraorais (LIU, Qing et al., 2021). Essa condi¢g&o
pode causar uma grande variedade da intensidade de dor, muitas vezes interferindo
diretamente na qualidade de vida do individuo. Assim, torna-se um componente
importante da assisténcia a saude (HARGREAVES, 2011). Sua prevaléncia é de
30,2% nos paises em desenvolvimento, sendo uma condi¢do que causa impactos
negativos no cotidiano dos individuos, pois causa desconforto e limitagao funcional
(COSTA et al., 2020).

A inflamacao é classicamente associada a dor, calor, rubor, edema (tumor)
e perda de funcdo (KIDD; URBAN, 2001). A dor inflamatdria € ocasionada por um
prejuizo a integridade dos tecidos a nivel celular. Os estados inflamatérios sao
caracterizados por situagdes em que estimulos normalmente inofensivos geram dor
(DAS, 2015). Exemplos de dor inflamatdria incluem dor secundaria a leséo tecidual e
infecgdo, bem como artrite reumatoide (KIDD; URBAN, 2001). Apés leséo tecidual, os
nociceptores no tecido afetado tornam-se sensibilizados devido a liberacdao de
mediadores pro-inflamatorios no local da lesdo, bem como de células imunes que
invadem o local da lesdo (HASSANPOUR; REZAEI; RAZAVI, 2020; ONASANWO,;
ROTU, 2016). A interagcao entre mediadores inflamatérios e nociceptores diminui o
limiar da dor e aumenta a transmissao nociceptiva, facilitando sua percepcao pelo
sistema nervoso (JOHNSON; GREENWOOD-VAN MEERVELD, 2014). A inflamacao

e o trauma de tecidos e nervos podem afetar suas vias de sinalizacdo e promover
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disfungdo (BABOS et al., 2013; GOMES JUNIOR et al., 2020). Além disso, a intensa
producédo de mediadores inflamatorios, danos aos nervos periféricos ou a infecgdes
podem evocar dor por meio da ativacio e sensibilizacdo neuronal (LIU, Qing et al.,
2021).

A classe dos opioides abrange uma série de farmacos analgésicos que sao
eficazes em aliviar a dor aguda intensa. No entanto, sua administracao crénica esta
associada ao risco de overdose fatal, abuso e efeitos adversos, como depressao,
sedacdo e constipagdo. O desenvolvimento de tolerancia e o fendmeno da
hiperalgesia induzida por opioides sao outras situagdes que prejudicam o manejo da
dor (BOTZ; BOLCSKEI; HELYES, 2017).

Outra classe comumente utilizada para aliviar dor e inflamagé&o é a dos anti-
inflamatdrios n&o esteroidais (AINEs). Apesar de seus efeitos benéficos, o uso cronico
desses farmacos é limitado em virtude de seus efeitos colaterais. Os efeitos
gastrointestinais ocorrem mais frequentemente, e vao desde leve dispepsia a grave
sangramento. A nefropatia também € uma complicagdo comum. Por serem
medicamentos de venda livre, sua ampla disponibilidade favorece o uso indevido e
perigosas combinagdes com outros farmacos (SMITH, Misty; WILCOX; WHITE, 2007).

Sendo um problema global de saude publica, o manejo da dor depende de
um tratamento eficaz. Os farmacos atuais tentam garantir uma analgesia ideal com o
minimo de efeitos adversos (DE FEO et al., 2020). A dependéncia fisica, as reagdes
adversas e a tendéncia ao abuso observados dentro dos medicamentos disponiveis
tornam necessarias a busca por novas moléculas (DE FEO et al., 2020; XIAO et al.,
2016).

As cumarinas (1,2-benzopirona) fazem parte de um grupo de compostos
heterociclicos presentes em varias familias de plantas. Elas apresentam anéis de
benzeno e a-pirona fundidos que estdo presentes em quantidades especificas nas
plantas. S&o classificadas principalmente como cumarinas simples, furanocumarinas,
piranocumarinas, dicumarinas e fenilcumarinas (BAROT et al, 2015).
Aproximadamente 3.560 derivados cumarinicos foram identificados e isolados de
plantas (JIA, 2003). Inumeras atividades biolégicas tém sido demonstradas para

cumarinas e seus derivados, incluindo propriedades anti-inflamatorias
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(KALKHAMBKAR et al., 2008), antioxidantes (TYAGI et al., 2005), anticancerigenas
(LEE, Shin Hwa et al., 2008) e antimicrobianas (BORGES et al., 2005).

O acido 3-cumarino carboxilico € um analogo sintético da cumarina
simples. Essa molécula é conhecida por possuir algumas aplicagdes importantes na
area da quimica experimental. Ela pode ser utilizada para detec¢cdo de radicais
hidroxila produzidos em processos quimicos (MANEVICH; HELD; BIAGLOW, 1997),
como sonda fluorescente (PERONI et al., 2002) e é capaz de formar compostos de
coordenagao com lantanideos (KOSTOVA; MOMEKOQOV; STANCHEVA, 2007).

Moléculas contendo compostos fendlicos possuem alta capacidade
antioxidante, efeitos analgésicos e anti-inflamatorios, podendo serem utilizadas como
adjuvantes no manejo de condigdes dolorosas (SHAH et al., 2014). Assim, s&o
necessarios estudos para descobrir novos farmacos que possam modular a dor e a
inflamagdo (GOMES JUNIOR et al., 2020). Diante disso, o presente estudo contribui
para um melhor entendimento acerca do efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do

acido 3-cumarino carboxilico.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Classificacao e prevaléncia da dor

De acordo com a Internacional Association for the Study of Pain (IASP), a
dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano real ou
potencial, ou descrita em termos de tal dano (LOESER; TREEDE, 2008). Dessa forma,
a dor é caracterizada como uma experiéncia subjetiva, requerendo, portanto, sua
percep¢ao por estruturas cerebrais (BELL, 2018). Por isso, a percepc¢ao da dor requer
a capacidade de avaliar o ambiente e formar um julgamento subjetivo sobre as
informagdes nociceptivas recebidas, com base em experiéncias passadas e
memorias. Assim, a dor requer consciéncia, cujos detalhes variam entre individuos
(APKARIAN, 2019). Por ser uma experiéncia universal, ela continua sendo motivo de
debate sobre novas alternativas de controle das diversas condi¢des dolorosas (ORR,;
SHANK; BLACK, 2017).

A dor possui uma fungado fisiolégica fundamentalmente importante,
alertando o individuo para ameagas ao seu bem-estar e garantindo a preservacao da
integridade do organismo, uma vez que a exposi¢ao a estimulos nocivos € percebida
geralmente como uma sensagao desagradavel (BELL, 2018). Os conceitos de dor e
nocicepgao contrastam entre si, e ndo devem ser confundidos, uma vez que a dor
pode ocorrer independentemente da nocicepgao, e vice-versa (LOESER; TREEDE,
2008). A nocicepcgao € definida como o processamento e codificacdo dos estimulos
nocivos no sistema nervoso central (SNC) (BELL, 2018). Os neurbnios nociceptivos
conduzem estimulos que podem ou ndo causar percep¢do da dor. Atualmente é
utilizado o argumento de que a capacidade nociceptiva esta presente ao longo da
vida, no entanto, o decurso da existéncia do individuo deve ocorrer principalmente
sem dor (APKARIAN, 2019). Uma ampla variedade de estimulos térmicos, quimicos,
mecanicos e inflamatoérios podem desencadear a experiéncia dolorosa, que também
pode ser proveniente da associacao desses estimulos, percebida apdés modulagéo do
estimulo no sistema nervoso central. A dor também pode resultar de uma lesao ou
doenca que afete o sistema somatossensorial, chamada de dor neuropatica (BELL,
2018; LOESER; TREEDE, 2008).
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Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as formas de
classificacao da dor mais utilizados na pratica clinica incluem o anatémico, etiologico,
fisiopatoldgico e a duragdo (ORR; SHANK; BLACK, 2017). O sistema de classificagéo
da dor fisiopatologica é baseado no mecanismo de lesdo que resultou dor no corpo.
As duas principais vias fisioldgicas sao a nociceptiva e neuropatica. A dor nociceptiva
€ uma resposta corporal normal a lesédo e pode resultar de tecidos danificados, como
orgéos internos, musculos ou ossos (ORR; SHANK; BLACK, 2017). As duas grandes
categorias de dores nociceptivas sdo somaticas e viscerais. A dor somatica refere-se
a lesdes no sistema musculoesquelético, incluindo pele, musculos e ossos (WHO,
2012). Ja a dor visceral, também conhecida como dor referida, correlaciona-se com

tecidos de 6rgaos internos e pode ser sentida em areas distantes do local afetado.

Estimativas da atencao primaria sugerem que entre 10 e 25% dos adultos
que residem na Europa e na América do Norte sofrem de dor persistente, podendo
alcancgar a marca de 40% nos Estados Unidos da América (DAHLHAMER et al., 2018,;
REID et al., 2011). Apesar da onipresenca da dor, seja aguda, crdnica ou intermitente,
pesquisadores e profissionais da saude publica ndo abordam esta questdo como um
tema prioritario. A dor € um problema multifacetado e interdisciplinar no qual a causa
muitas vezes esta associada a determinantes sociais de saude, e ha algum tempo
vem crescendo tanto em numeros absolutos quanto em sua distribuicdo desigual no
mundo (GOLDBERG, Daniel S; MCGEE, 2011). A Academy of Pain Medicine relata
que a dor atinge mais americanos do que doencgas crénicas como cancer, diabetes e
doengas cardiacas combinadas (ORR; SHANK; BLACK, 2017). Apesar da avancada
infraestrutura e da menor prevaléncia de fatores de risco em paises de primeiro
mundo, a taxa de dor crénica nestes locais € comparavel com as taxas dos paises de
baixa renda. Nos Estados Unidos, por exemplo, 1 em cada 3 adultos sofre de dor
cronica (KOHRT; GRIFFITH; PATEL, 2018). Abordar a dor como um problema de
saude publica global contribuiria na formulacdo e estabelecimento de politicas

publicas de saude para enfrentamento deste problema.

Globalmente, a lombalgia é a principal causa de incapacidade,
representando a cada ano 57,6 milhdes de anos vividos com incapacidade (AVI),
seguida por dores de cabeca (45,1 milhdes de AVI), dor de pescocgo (28,9 milhdes de
AVI), e outras dores musculoesqueléticas (28,9 milhdes de AVI). Uma meta-analise

de dor crénica e persistente em paises de baixa e média renda, incluindo 119 estudos
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(47.133 individuos) demonstrou taxas de prevaléncia entre a populacéo geral de 42%
para dores de cabeca, 34% para dor crénica nao especificada, 25% para dor
musculoesquelética e 21% para lombalgia, sendo tais taxas consideravelmente
maiores em populacdes idosas (KOHRT; GRIFFITH; PATEL, 2018).

De acordo com dados da Global Burden of Disease (GBD), as dores de
cabeca estdo entre as condicbes mais prevalentes e incapacitantes, sendo uma das
principais preocupacdes de saude publica em todos os paises e regides do mundo.
Corroborando outros estudos epidemiolégicos, a GBD identificou em 2019 que a
enxaqueca sozinha foi a segunda entre as causas incapacitantes, e a primeira entre
mulheres com menos de 50 anos de idade. Na mais nova meta-analise sobre a
tematica, que englobou 347 publicagdes, foi identificado que a prevaléncia global
estimada de dores de cabeca € de 52% em paises de alta renda. E a cada dia, 15,8%
da populagao mundial sofre com dores de cabecga (STOVNER et al., 2022). Uma série
de estudos indicam a intima relacdo entre o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e o sistema trigeminovascular, que juntos desempenham um
papel chave na regulacdo da vasculatura craniana e impactam diretamente a
transmissao da dor (Figura 1) (DODICK, 2018; EDVINSSON, 2017; IYENGAR et al.,
2019; MARTELLETTI; EDVINSSON; ASHINA, 2019).
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Figura 1. Relagéo entre CGRP e nervo trigémeo na fisiopatologia da enxaqueca.
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Fonte: Adaptado de “The Role of CGRP and the Trigeminal System in Migraine Pathophysiology”, por
BioRender.com (2022). Acessado em https://app.biorender.com/biorender-templates.

2.2 Fisiopatologia da dor

A dor nociceptiva corresponde a dor aguda produzida como resultado da
estimulacao nociva de receptores presentes em pele e 6rgaos internos, na auséncia
de sensibilizagcdo, e é descrita como uma sensacgéo dolorida ou latejante (WOOLF,
2004). A nocicepgao € um processo pelo qual uma intensa energia mecanica, térmica
ou quimica é detectada por uma subpopulacdo de fibras nervosas, denominadas
nociceptores, (BASBAUM et al., 2009; WOOLF; MANNION, 1999). A percepcéo da
dor compreende quatro estagios principais (Figura 2): transduc¢do, que engloba a
ativacao de terminacdes nervosas livres; transmisséo, que consiste na condugao de
potenciais de acdo ao longo dos axdénios; percep¢do, que envolve o processamento
cortical do estimulo nociceptivo; e modulacao, que se baseia na ativacao de circuitos
descendentes inibitérios da dor (CARR; GOUDAS, 1999).
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Figura 2. Esquema simplificado da via ascendente da dor.
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Inicialmente o estimulo nocivo é percebido por nociceptores periféricos, que traduzem o sinal o
transmitem para o SNC. A primeira sinapse ocorre no corno dorsal da medula espinhal, onde esses
neurdnios de projecdo ascendem com informacgdes referentes a dor. A percep¢ado da dor ocorre no
cértex somatossensorial € pode enviar sinais modulatérios de volta para a medula espinhal afim de
reduzir a percepg¢ao nociva. Fonte: Adaptado de “Somatosensory Afferents Convey Information from
the Periphery to Central Circuits”, por BioRender.com (2022). Acessado em

https://app.biorender.com/biorender-templates.

A primeira etapa consiste na percepcao dos estimulos nocivos, que sao
detectados por nociceptores mecanicos, térmicos e quimicos encontrados em
terminacdes nervosas livres (Figura 3) presentes na pele e em 6rgéos internos. Os
impulsos nociceptivos sdo transmitidos da periferia para a medula espinal por meio de
fibras nervosas aferentes primarias, que podem ser mielinizadas ou nao-mielinizadas
(DAS, 2015).
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Figura 3. Terminagdes nervosas livres.
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Fonte: Adaptado de “Types of Skin Mechanoreceptors”, por BioRender.com (2022). Acessado em

https://app.biorender.com/biorender-templates.

Os componentes da “via da dor” participam de conexdes anatbémicas
particulares na medula espinhal, tronco cerebral, talamo e cértex, fazendo a ponte
entre o influxo sensorial gerado nas fibras aferentes primarias com estruturas do SNC

responsaveis pela percepg¢ao consciente da sensacao dolorosa (WOOLF, 2011).

Existem duas classes principais de nociceptores, as fiboras Ad e C (MEYER
et al., 2008). As fibras nervosas aferentes primarias mielinizadas s&do denominadas
fibras Ad (2-6 um), e medeiam a dor localizada ou rapida. Elas diferem de outro grupo
fibras mielinizadas, as fibras AB (>10 uym), que possuem maior diametro e respondem
a estimulos mecanicos indcuos. A segunda classe de fibras nervosas que conduzem
estimulos nocivos séo as fibras C de pequeno didmetro (0,4 a 1,2 ym), que sao
desprovidas de bainha de mielina, e conduzem a dor deslocalizada ou lenta. Nesse
contexto, as fibras C e Ad sdo responsaveis pela transmissdo de estimulos nocivos,
enquanto as fibras AB transmitem estimulos mecanicos como o toque (BASBAUM et
al., 2009; URCH, 2007).
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Fibras C chegam através dos ganglios da raiz dorsal até as laminas
superficiais | e Il do corno dorsal da medula espinhal. Ja as fibras Ad se projetam para
a lamina |, como também para a lamina V, localizada mais profundamente no corno
dorsal. O baixo limiar, rapidamente conduz as fibras aferentes AB, que respondem ao

toque leve, projetam-se para laminas profundas (lll, IV e V) (BASBAUM et al., 2009).

Os neurdnios do corno dorsal compreendem neurbnios de proje¢ao, que
sdo o principal meio de transferéncia de informacgdes sensoriais da medula espinhal
para o cérebro; interneurdénios e neurbnios proprioespinhais. Muitos neurdnios de
projecdo tém axoénios que cruzam a linha média e ascendem para varias areas do
cérebro, incluindo o talamo, substancia cinzenta periaquedutal e nucleo parabraquial
lateral (LEE, Greg |.; NEUMEISTER, 2020).

Os interneurénios transferem impulsos para outros interneurénios ou para
neurénios ascendentes. Esses neurénios podem ser inibitérios ou excitatorios. Além
disso, a ativagao de vias inibitorias descendentes enddégenas também podem modular

os neurénios do corno dorsal, reduzindo a percepg¢ao nociceptiva (DAS, 2015).

Neurdnios de projecao dentro das laminas | e V constituem a principal
conexao do corno dorsal para os altos centros. Esses neurbnios estdo na origem de
multiplas vias, incluindo as vias dos tratos espinotalamico e espinorreticular, que
transportam mensagens de dor para o talamo e tronco cerebral, respectivamente. A
partir desses loci do tronco encefalico e do talamo, a informagao chega as estruturas
corticais (BASBAUM et al., 2009). Uma vez que os impulsos tenham sido transferidos
dos aferentes primarios, a maioria dos neurdnios de segunda ordem cruza para o lado
oposto da medula espinhal e entra no trato espinotalamico anterolateral, que ascende
para os centros superiores. O sistema anterolateral transmite impulsos em um ritmo
mais lento, mas carrega um espectro muito mais amplo de informag¢des sensoriais,

como dor, calor, frio e sensacdes tateis grosseiras (OKESON, 2014; ROWE, 2011).

A percepgao nociceptiva € transportada principalmente pelo sistema
anterolateral, que é dividido em dois tratos: o trato neoespinotalamico e o trato
paleoespinotalamico. O trato neoespinotalamico transporta as entradas nociceptivas
e adentra diretamente para os centros superiores. O trato paleoespinotalamico
carrega predominantemente a nocicepgdo mais lenta da fibra C e viaja por muitos
outros centros antes de atingir o cérebro (OKESON, 2014; ROWE, 2011).
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2.3 Dor orofacial e limitagdes no tratamento

O local anatbmico onde a dor €& percebida representa uma das
classificacbes mais elementares. Exemplos dessa classificacdo sdo a dor de cabeca
e pescocgo, dor toracica, dor abdominal e dor nas extremidades. As subdivisbes de
dores de cabeca e pescoco incluem dores orofaciais, dores de cabeca e dores
cervicais (OKESON, 2014).

A dor também pode ser classificada como nociceptiva e neuropatica. A
nociceptiva € causada por ativagado de nociceptores, e subdivide-se em superficial e
profunda, sendo esta ultima somatica ou visceral (BENOLIEL et al., 2019). A dor
musculoesquelética € um tipo de dor somatica, e € subdividida em dor muscular, dor
na articulagdo temporomandibular (ATM), dor éssea e periosteal, dor do tecido
conjuntivo mole e dor dentaria de origem periodontal (OKESON, 2014; SVENSSON;
MAY, 2017). A forma mais comum de dor musculoesquelética que afeta a cabeca,
pescoco e face € a dor miofascial (BORG-STEIN; SIMONS, 2002), que € um disturbio
de dor regional. A principal caracteristica da dor miofascial é a formacéo de pontos-
gatilho miofasciais, que reduzem a amplitude de movimento dos musculos afetados.
Além disso, quando provocados, os pontos-gatilho miofasciais causam reproducgao da

dor em locais distantes da origem (CONTI et al., 2003).

A dor neuropatica é uma das condi¢cdes mais desafiadoras e complexas,
uma vez que resulta de uma anormalidade em um ou mais componentes do sistema
nervoso, seja ele periférico, central ou autbnomo (BAAD-HANSEN; BENOLIEL, 2017).
Esses disturbios compreendem um grupo de subtipos precipitados por lesdo neural
ou doenga que pode resultar em um problema de dor neuropatica, sensagdo anormal
ou déficit sensorial. A dor neuropatica nao requer a presenca de um estimulo nocivo
em contraste com a dor somatica, que requer. Essas manifestacdes de dor geralmente
sdo mantidas por alteracbes no complexo do tronco encefalico trigeminal conhecido
como neuroplasticidade central (CODERRE, Terence J. et al., 1993). Quando a
neuroplasticidade central € prolongada, o resultado é um estado de dor crénica ou
fisiopatoldgica (CONTI et al., 2003).

Um efeito importante da neuroplasticidade central € a hiperexcitabilidade
dos neurdnios de segunda ordem no tronco cerebral trigeminal conhecida como

sensibilizagdo central (REN, K; DUBNER, 1999). As consequéncias clinicas da
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sensibilizagdo central incluem alodinia, hiperalgesia e dissemina¢ao da dor. Outros
mecanismos neurais periféricos, como inflamagao neurogénica, também podem
contribuir para a dor fisiopatoldgica (REN, K; DUBNER, 1999). Acredita-se que a
atividade nociceptiva continua e sustentada possa levar a neuroplasticidade central.
As caracteristicas gerais da dor neuropatica incluem dor na auséncia de nocicepgao
Obvia; dor que pode ser intensa e desproporcional ao grau de estimulagéo; qualidade
da dor que é brilhante, estimulante e ardente; e dor que nao responde relativamente

a baixas doses de analgésicos narcéticos (CONTI et al., 2003).

A dor neuropatica é dividida em desordens episddicas e continuas. Os
disturbios episddicos sdo caracterizados por periodos de remissao total entre
episodios de dor paroxistica. Tais episédios podem ser iniciados por toques na face,
boca ou dentes (ANANTHAN; BENOLIEL, 2020; CONTI et al., 2003). Consistem em
surtos rapidos e curtos que passam em retornam apoés alguns segundos. A neuralgia
episoddica mais comum que afeta a regido orofacial € a neuralgia do trigémeo (ARAYA
et al., 2020). Ela tem sido descrita na literatura como uma das apresentagcbes mais
debilitantes da dor orofacial. Seu diagndstico € baseado na sintomatologia, como dor
restrita ao local de uma ou mais divisdées do nervo trigémeo; surtos subitos de dor,
intensos e com duracao entre 1 segundo e 2 minutos; e dor desencadeada por
estimulos ou toques na regido orofacial que normalmente ndo causariam dor
(ANANTHAN; BENOLIEL, 2020; ARAYA et al., 2020).

Em contraste, os disturbios neuropaticos continuos tém dor constante e
sem remissao de niveis variados de intensidade sem quaisquer periodos de remisséo
total. A odontalgia atipica (OA) € um excelente exemplo de um disturbio de dor
neuropatica continua. A gestdo da OA é extremamente dificil e nenhuma abordagem
unica provou ser universalmente eficaz. A OA é um disturbio crénico que deixa

perplexo e frustra tanto o paciente quanto o clinico (CONTI et al., 2003).

Muitos pacientes que apresentam dor orofacial ttm uma causa estrutural
organica responsavel. O principal objetivo da terapia para tais queixas € identificar a
causa e elimina-la. Muita dor somatica resulta de trauma, lesao intrinseca, infecgdes
e doencas que induzir reagdes inflamatérias. Ha ocasides em que a condigao
somatica que gera a dor é refrataria a terapia, e a queixa persiste como dor estrutural
cronica (OKESON, 2014).
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A terapia da dor é atualmente um dos desafios da medicina moderna. Os
disturbios da dor orofacial sdo frequentes na populacdo geral e seu tratamento
farmacolégico é dificil e controverso (WEISS; EHRHARDT,; TOLBA, 2017). Isso se
deve em parte a compreensao limitada da fisiopatologia dos disturbios da dor que
surgem das estruturas inervadas pelo nervo trigémeo. As razdes adicionais incluem a
escassez de modelos animais, que permitem avaliar a capacidade de resposta dos
nociceptores, a magnitude da reacao nociceptiva, medindo a linha de base e a
liberacao estimulada de neuropeptideos durante a ativacao de aferentes do trigémeo
(ARAYA et al, 2020; HARGREAVES, 2011; ZUBRZYCKI, STASIOLEK;
ZUBRZYCKA, 2019).

Diversas terapias, incluindo analgésicos, anti-inflamatérios e
medicamentos adjuvantes, fisioterapia e bloqueio anestésico tém sido propostas para
o tratamento da dor miofascial. O uso de medicamentos analgésicos e anti-
inflamatorios é o primeiro passo terapéutico. S&o eficientes no controle da dor aguda
e podem auxiliar na fisioterapia; entretanto, o uso crénico ndo € indicado (CONTI et
al., 2003). Antidepressivos triciclicos como amitriptilina, clorimipramina e nortriptilina
atuam como inibidores da recaptagao de serotonina e auxiliam na modulacdo da dor
e nos padrdes de sono. O tratamento da dor musculoesquelética pode ser dificil em
casos crénicos (CONTI et al., 2003; CRANDALL, 2018).

No caso da odontalgia atipica, as abordagens mais utilizadas para o
tratamento sdo a farmacoterapia com antidepressivos triciclicos e estabilizadores de

membrana e aplica¢des tépicas de capsaicina (SINDRUP et al., 2005).

Em termos de neuralgia do trigémeo, o tratamento de primeira linha
permanece com o uso de anticonvulsivantes, devido a uma longa histoéria de uso e
efeitos colaterais relativamente toleraveis. Os pacientes que falham na terapia médica
tém que recorrer a opgdes cirurgicas (XU; XIE; JACKSON, 2021). A carbamazepina €
altamente eficaz na reducao da dor, apresentando eficacia de até 70% dos pacientes
tratados. No entanto, o uso de carbamazepina tem sido associado a uma variedade
de reagdes de hipersensibilidade, desde exantemas maculopapulares leves até
sindrome de hipersensibilidade, reacdo medicamentosa com eosinofilia e sintomas
sistémicos, pustulose exantematica generalizada aguda, sindrome de Stevens-
Johnson e necrolise epidérmica toxica; sendo estas caracterizadas como reagdes

adversas cutaneas graves (HAMASAKI et al., 2018). Frequentemente, essas reagdes
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requerem a descontinuacdo da carbamazepina, devido ao desconforto causado aos
pacientes ou devido a sua gravidade e carater de risco de vida (XU; XIE; JACKSON,
2021).

A elucidacao dos mecanismos moleculares subjacentes a neuralgia do
trigémeo abrira o caminho para terapias novas, mais eficazes e menos invasivas
(ARAYA et al., 2020). A farmacologia e os mecanismos moleculares de transmissao
sensorial no sistema trigeminal ndo foram totalmente identificados até 0 momento, o
que esta associado a falta de tratamento eficaz para sindromes dolorosas originarias
da area orofacial (XU; XIE; JACKSON, 2021).

2.4 Fisiopatologia da orofacial

Devido a rica inervagao da cabeca, face e estruturas orais, diagnosticar a
dor orofacial € complexo e dificil. Noventa por cento das dores orofaciais surgem dos
dentes e estruturas orais (OKESON, 2014). Uma vez descartados os problemas
dentarios, as condi¢gdes de dor musculoesquelética e neuropatica sdo as causas mais
comuns de dor facial. A sensagao de dor das estruturas intraorais e extraorais da
cabeca e face sdo transportadas para o SNC pelo sistema trigeminal (ROWE, 2011).
Em vez de uma unica via nervosa, o termo “sistema trigémeo” refere-se a um arranjo
complexo de fibras de transmiss&o nervosa, interneurénios e conexdes sinapticas que

processam informagdes recebidas das trés divisdes desse nervo (CONTI et al., 2003).

Diferentemente das vias neurais comuns, que transmitem impulsos
somaticos para a medula espinhal, a informagao de estimulos advindos da face e de
estruturas orais ndo entra na medula espinhal (Figura 4). Em vez disso, a entrada
sensorial da face e da boca é conduzida pelo quinto nervo craniano, o nervo trigémeo
(OKESON, 2014). Por ser um nervo misto, o trigémeo contém fibras sensoriais e
motoras. As fibras sensoriais inervam a parte anterior da face, dentes, membranas
mucosas das cavidades oral e nasal, conjuntiva, dura-mater e vasos sanguineos intra
e extracranianos. As fibras motoras suprem os musculos da mastigagdo. Com
excecao da propriocepcao, a informacgao sensorial da face e da boca é transportada
por neurénios aferentes primarios através do ganglio trigeminal para fazer sinapse
com neurénios de segunda ordem no complexo do tronco cerebral trigeminal (CONTI
et al., 2003; ROWE, 2011).
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Figura 4. Principais diferencas entre as vias de transmissao da dor.
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Fonte: Adaptado de “Discriminative Pain Pathways”, por BioRender.com (2022). Acessado em

https://app.biorender.com/biorender-templates.

O complexo do tronco cerebral trigeminal pode ser dividido em nucleo
sensorial principal, que esta localizado rostralmente e recebe aferentes periodontais
e alguns aferentes pulpares, e nucleo do trato espinhal, que esta localizado mais
caudalmente (COOPER; SESSLE, 1992). O nucleo do trato espinhal, por sua vez, é
composto por trés nucleos separados, sendo eles o subnucleo oral, o subnucleo
interpolar e o subnucleo caudal. O subnucleo caudal esta localizado na medula, as

vezes se estendendo até o nivel de C2 ou C3, e é o principal local de retransmissao
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cerebral de informacdes nociceptivas provenientes da regidao orofacial, por esse
motivo, ele é frequentemente denominado corno dorsal medular (MERRILL, 1997).
Tanto os sinais nociceptivos que chegam ao subnucleo caudal quanto os sinais
nociceptivos projetados em seu caminho para o talamo podem ser modulados por
fibras nervosas descendentes de niveis superiores do SNC ou por drogas (ROWE,
2011).

Impulsos transportados pelo nervo trigémeo entram diretamente no tronco
encefalico na regido da ponte para fazer sinapse no nucleo do trato espinhal. O
subnucleo caudal tem sido particularmente implicado em mecanismos nociceptivos
trigeminais com base em observagdes eletrofisioldgicas de neurdnios nociceptivos,
recebendo projecbes dos aferentes nociceptivos faciais (HARGREAVES, 2011,
OKESON, 2014).

Os neurdnios de segunda ordem projetam-se para o talamo a partir de
juncdes sinapticas com aferentes primarios no subnucleo caudal. Assim como no
corno dorsal, esses interneurdnios apresentam trés tipos de células de transmissao.
Neurdnios de ampla faixa dinamica (WDR), que respondem a estimulos tateis e
nociceptivos em uma ampla faixa de intensidades; neurdnios nociceptivos especificos
(NS), que respondem exclusivamente a estimulos nociceptivos finos; e neurdnios
mecanossensiveis de baixo limiar (LTM), que respondem a estimulos tateis leves
(OKESON, 2014). Os axbnios desses neurbnios formam um trato ascendente,
conduzindo sinais nociceptivos para niveis mais altos do cérebro para posterior
processamento (CONTI et al., 2003).

Os neurdnios WDR e NS predominam nas laminas |, I, V e VI e compdem
as vias nociceptivas do trigémeo. Todos eles recebem estimulos de estruturas
cutaneas, e pelo menos metade deles também recebe estimulos de estruturas
profundas da boca e da face. Neurénios LTM predominam nas laminas Il e IV, e s&o
implicados na transmiss&o do toque na regido da face e boca. Além disso, neurdnios
LTM sao excitados por forte estimulacao elétrica das polpas dentarias e podem estar
envolvidos em algumas situagées patoldgicas dolorosas (HARGREAVES, 2011;
ROWE, 2011).

Outra grande conexao sinaptica na transmissao da dor ocorre no talamo,

onde os axdnios que passam no trato trigeminotalamico fazem sinapse com neurénios
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de terceira ordem. Todas as informacdes sensoriais da medula espinhal e do tronco
encefalico passam pelo talamo, tornando-o uma das principais estacbes de
retransmissdo entre o tronco encefalico e diferentes partes do coértex
somatossensorial. A nivel talamico, o potencial de agdo € submetido a um extenso
processamento por meio de interagdes entre seus varios nucleos e por interconexdes
com as regides limbicas, hipotalamicas e corticais. Até que o sinal nociceptivo
ascenda ao talamo, a maioria das reagdes no SNC ocorrem de natureza reflexa.
Somente quando o talamo esta envolvido, os elementos de consciéncia e alerta séo
introduzidos. Por fim, apds a transmissao dos sinais nociceptivos, ocorre a percepg¢ao
da dor no cortex parietal posterior do cérebro (CONTI et al., 2003; HARGREAVES,
2011; ROWE, 2011).

2.5 Inflamacgao

Enquanto a dor aguda é adaptativa, a inflamacdo local e a lesao
frequentemente resultam em um estado de dor iniciado por estimulos inécuos ou
moderadamente aversivos (WOLLER et al., 2017). A inflamac&o ou lesdo tecidual
libera mediadores capazes de reduzir o limiar dos nociceptores, promovendo alodinia
(dor em resposta a um estimulo n&o-nociceptivo) ou hiperalgesia (aumento da
sensibilidade a dor) (LOESER; TREEDE, 2008; ORR; SHANK; BLACK, 2017,
WOLLER et al., 2017).

Apods a ocorréncia de dano tecidual, as células imunes, bem como células
afetadas, liberam uma série de mediadores quimicos, principalmente citocinas pro-
inflamatdrias, quimiocinas, prostaglandinas, fatores de crescimento nervoso, purinas,
aminas, ions, bradicininas, éxido nitrico entre outros, que contribuem a sensibilizagcéo
do nociceptor (Figura 5) (DAS, 2015). Os terminais periféricos dos nociceptores
expressam receptores para muitos desses mediadores inflamatdrios. Sua atuagao
consiste em reduzir o limiar de ativacdo de canais iénicos, como o receptor potencial
transitorio vanildide 1 (TRPV1) e canais de sédio dependentes de voltagem (Nav),
induzindo eventos de fosforilagdo ou aumentando niveis de expressdo (CHEN,
Lihong; YANG; GROSSER, 2013). A sensibilizagao periférica consiste no aumento da
sensibilidade dos terminais periféricos no tecido inflamado, e contribui para alodinia e

hiperalgesia (BASBAUM et al., 2009). Apesar de ser desconfortavel, a



35

hipersensibilidade a dor contribui para a protecdo dos tecidos lesados, pois

desencoraja a atividade, e assim, reduz o estresse mecanico.

Figura 5. Mecanismo celular de sensibilizagdo do nociceptor.
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As células imunes liberam mediadores, que sio detectados pelos nociceptores para modular a
transducgdo da dor. Interleucina (IL) 1B, fator de necrose tumoral a (TNF-a), prostaglandina E2 (PGE2),
leucotrieno B4 (LTB4) e bradicinina se ligam a seus receptores para mediar o disparo neuronal. As
cascatas de sinalizacdo através de fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), proteina quinase ativada por
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mitégeno (MAPK) e proteina quinase A (PKA) levam a ativagdo do TRPV1 e receptor potencial
transitério anquirina 1 (TRPA1), bem como Nav1.8 e Nav1.9. A fosfolipase C (PLC) é fosforilada apés
a ativagdo do receptor de bradicinina (B2R), promovendo conversdo do 4,5-bisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3, por sua vez, medeia a
liberacdo de calcio intracelular, que sensibiliza a atividade de TRPV1 e TRPA1. O resultado geral
dessas vias imunomediadas em nociceptores € a diminuicdo do limiar para respostas a estimulos
mecanicos ou térmicos, que levam a um aumento da sensibilidade a dor.Fonte: Adaptado de Pankaj

(2019). Criado pelo autor com BioRender.com.

O segundo mecanismo subjacente a hipersensibilidade a dor € denominado
sensibilizagdo central (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). Além dos mediadores
inflamatdrios, a lesdo tecidual também estimula a liberagdo de neurotransmissores,
como substancia P e glutamato, dos terminais centrais dos nociceptores, bem como
aumenta a produgao de PGE2, IL-1B e TNF-a na medula espinhal. Essa exacerbag¢ao
de estimulo nos neurdnios do corno dorsal promove respostas anormais aos sinais
sensoriais periféricos (COSTIGAN; WOOLF, 2000). Dessa forma, a dor € percebida
em regides distantes do local lesado, e estimulos tateis, antes in6cuos, agora sao
processados como uma sensagao dolorosa. Os processos subjacentes a
sensibilizagcdo central refletem a plasticidade do sistema nociceptivo, sendo
geralmente reversiveis dentro de um curto prazo apos respostas adequadas desse
sistema. No entanto, doencgas inflamatérias cronicas podem condicionar uma
modificacdo duradoura na arquitetura do sistema nociceptivo, o que pode levar a
alteracdes permanentes em sua responsividade. Tais mecanismos contribuem para a
dor crénica (DAS, 2015).

Os farmacos mais utilizados para o tratamento da dor inflamatéria
compreendem os da classe dos AINEs, como acido acetilsalicilico (AAS), naproxeno
e ibuprofeno (HIJOS-MALLADA; SOSTRES; GOMOLLON, 2022). Esses agentes
terapéuticos inibem a enzima ciclooxigenase (COX), que possui duas isoformas, COX-
1 e COX-2. A inibicdo dessas enzimas reduz a producéo de prostandides, que séo
mediadores capazes de favorecer a sensibilizacdo periférica e central na dor
inflamatdria. Assim, o efeito analgésico dos AINEs é parcialmente explicado pela
reducdo ou reversdo da sensibilizagdo periférica promovida pelos prostandides. O
efeito dos AINEs também pode ser percebido na medula espinhal, reduzindo a
sensibilizagédo central (CHEN, Lihong; YANG; GROSSER, 2013).
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Hoje sao investigadas abordagens mais especificas para direcionar a
sinalizagcdo de prostandides na dor inflamatéria, como a inibicdo de enzimas e
receptores envolvidos no processo (HIJOS-MALLADA; SOSTRES; GOMOLLON,
2022).

Trés reacdes enzimaticas sequenciais sdo responsaveis por originar 0s
prostandides, e esse processo € iniciado com a liberagao de acido araquiddnico (AA)
dos fosfolipidios de membrana pela fosfolipase A2 (PLA2). Esses trés grupos de
enzimas responsaveis pela metabolizagado do AA englobam as COXs, lipoxigenases
(LOX) ou epoxigenases, cujo resultado consiste na sintese de prostandides,
leucotrienos ou acidos epoxieicosatrienoicos. Os eicosanodides gerados em todas as

trés vias tém sido implicados na sinalizagao da dor inflamatéria (CALDER, 2020).

A segunda etapa na sintese de prostandides envolve a atividade das
enzimas COX-1 e -2, que catalisam a conversdo de AA em endoperoxidos instaveis:
prostaglandina G2 (PGGz2), e entdo em prostaglandina H2 (PGH2). As isoformas da
COX possuem dois sitios ativos, o primeiro com fungao cicloxigenase e outro com
funcdo peroxidase (MAGALHAES et al., 2012). Existem diferencas estruturais entre
COX-1 e -2 dentro do sitio ativo, mas para a conversdo do AA em prostanodides, as
etapas enzimaticas de oxidagdo, formando PGG2, seguido por peroxidagdo, para
produzir PGHz, sdo idénticas para ambas isoformas. Os diferentes prostandides séo
gerados a partir do intermediario PGH: através da atividade de isomerases e sintases
especificas do tecido (CAPONE et al., 2007). Até o momento, cinco prostandides
bioativos sdo conhecidos por serem gerados pelas COXs em mamiferos:
prostaglandina E2 (PGEz2), prostaciclina (PGlz2), prostaglandina D2 (PGDz),
prostaglandina F2q (PGF2q) € tromboxano Az (TXA2) (Figura 6) (DAS, 2015).
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Figura 6. Biossintese de prostandides.
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Fonte: Adaptado de Mitchell (2019). Criado pelo autor com BioRender.com.

Embora COX-1 e COX-2 compartiihem atividades ciclooxigenase e
peroxidase, essas isoformas sdo reguladas de forma diferente. A COX-2 requer niveis
consideravelmente mais baixos de hidroperéxidos para iniciar a catalise pela
ciclooxigenase em comparagao com a COX-1. Além disso, a atividade da COX-2
ocorre em niveis mais baixos de AA livre do que a atividade da COX-1 (BRUNO,
Annalisa; TACCONELLI; PATRIGNANI, 2014).

A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos e é
responsavel pela producao basal de prostandides com fungdes homeostaticas, como
integridade do trato gastrointestinal (TGI) e renal, fun¢do plaquetaria e diferenciagao
de macréfagos (HIJOS-MALLADA; SOSTRES; GOMOLLON, 2022). Ela esta
envolvida na sintese de prostaglandinas que estimulam a producéo e secrecido de
muco e bicarbonato, aumentam o fluxo sanguineo da mucosa e promovem a

proliferagdo de células epiteliais. A COX-1 induz as plaquetas a produzirem TXA2, que
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estimula a agregacao plaquetaria na presenca de danos nos vasos sanguineos
(GARCIA-RAYADO; NAVARRO; LANAS, 2018). A COX-2 ndo é expressa, ou pode
ser expressa apenas em niveis marginais sob condigdes basais, mas é regulada
positivamente em resposta a fatores pré-inflamatérios, horménios e fatores de
crescimento. Ela esta envolvida na sintese de prostaglandinas que induzem
inflamacao, dor e febre, bem como na proliferagcao celular, promoc¢éo da angiogénese
e restauragdo da integridade da mucosa (GARCIA-RAYADO; NAVARRO; LANAS,
2018).

Os prostanoides atuam em receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
ou seja, quatro subtipos de receptores PGE:2 (EP1, EP2, EP3 e EP4), dois receptores
PGD2 (DP+, DP2), um receptor PGl2 (IP), um receptor PGF2q (FP) e um receptor TXA>
(TP) (DAS, 2015).

Os prostanoides dependentes de COX-1 desempenham um papel
essencial na citoprotecédo gastrointestinal (Gl) e na fungdo plaquetaria, enquanto os
prostandides dependentes de COX-2 desempenham papéis dominantes em
processos fisiopatoldgicos, como inflamacéo e cancer, mas também em processos
fisiolégicos, como vasoprotecdo e manutencao do fluxo sanguineo renal e regulacéo
da excrecao de sodio (BRUNO, Annalisa; TACCONELLI; PATRIGNANI, 2014).

Modelos de inflamagao podem avaliar respostas a dor usando a laténcia de
retirada da pata apds estimulos quentes, uma medida de hipersensibilidade térmica a
dor; ou avaliando o limiar de retirada da pata apds estimulos mecanicos, que seria um
indice de hipersensibilidade mecéanica a dor; ou até mesmo contabilizando o numero
de contor¢des abdominais (CHEN, Lihong; YANG; GROSSER, 2013).

O &cido acético pode produzir inflamacao peritoneal, que causa contragao
dos musculos abdominais seguida de alongamento dos membros posteriores. Essa
resposta € considerada um modelo de dor inflamatéria visceral, uma vez que o agente
quimico ativa diretamente canais catidnicos ndo seletivos expressos em nociceptores
viscerais e somaticos que inervam o peritbnio e induz inflamacdo por meio da
liberacao de varios mediadores inflamatérios em érgéos viscerais subdiafragmaticos
e nas paredes musculares subcutaneas (IKEDA et al., 2001; PARK et al., 2013;
SATYANARAYANA et al., 2004).
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Evidéncias de modelos inflamatoérios experimentais mostram que a indugao
de COX-2 é responsavel em grande parte pela alta taxa de produg¢ao de prostandides
no local da inflamacédo. Nesse sentido, o0 modelo de edema de pata induzido por
carragenina € capaz demonstrar a hiper-regulagédo da COX-2 no tecido afetado pelo
estimulo quimico, enquanto a expressao de COX-1 permanece inalterada (SEIBERT
et al., 1994).

O edema de pata induzido por carragenina € um dos testes mais populares
usados para avaliar atividade anti-inflamatéria (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). E
um teste altamente sensivel e reprodutivel para AINEs e ha muito se estabeleceu
como um modelo valido (WILLOUGHBY; DIROSA, 1972). A inflamac¢ao induzida por
carragenina € util na deteccdo de novos farmacos, portanto, tem valor preditivo
significativo para agentes anti-inflamatérios que atuam por meio de mediadores da
inflamagédo aguda (VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 1969). O desenvolvimento de
edema induzido pela injecdo de carragenina causa uma resposta inflamatoria aguda
e local. Na fase inicial (0-1 h), histamina, serotonina e bradicinina sdo os primeiros
mediadores envolvidos, enquanto prostaglandinas e varias citocinas como IL-1p, IL-
6, IL-10 e TNF-a estdo implicados na segunda fase (CRUNKHORN; MEACOCK,
1971).

Além da indugao local no tecido inflamado, a COX-2 também é regulada
positivamente no SNC durante a inflamacao periférica, bem como é constitutivamente
expressa em baixos niveis nos neurénios da medula espinhal e nas células da glia.
Estudos também demonstram o aumento significativo da expressdo de COX-2 na
medula espinhal quando ha inflamag&o evocada pela carragenina, enquanto a COX-
1 permanece inalterada (BELOEIL et al., 2009). A producdo de prostandides
resultante contribui para a hipersensibilidade central observada na inflamacao
(CALDER, 2020).

Compreender o papel da COX-2 central e periférica na dor inflamatoria
pode ajudar a desenvolver estratégias analgésicas mais eficazes e otimizar a selegao
de agentes terapéuticos com base na seletividade da COX-2 ou na capacidade de

penetrar no SNC.

Apesar da agdao majoritaria da COX-2 na inflamac&o, dados humanos

indicam que os prostanoides derivados da COX-1 desempenham um papel na fase
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inicial, enquanto a regulagéo positiva da COX-2 ocorre posteriormente (SMYTH et al.,
2009).

Dessa forma, ambas enzimas estdo envolvidas na reagao inflamatéria e
contribuem para a sensibilizagdo da dor periférica e central. Os papéis relativos das
isoformas no inicio e durante a resposta a dor podem depender do tipo de estimulo
inflamatdrio ou dos niveis relativos de cada isoforma nos tecidos-alvo. Essa diferenca
entre isoformas ocasiona distintas formas de aliviar a dor. A decisdo sobre o uso de
inibidores seletivos e néo seletivos pode promover beneficio terapéutico para os
pacientes. Esses aspectos sao importantes no desenvolvimento de abordagens
especificas para o manejo da dor com AINEs, onde cada paciente apresenta uma
condicao personalissima, e a escolha correta pode otimizar o beneficio terapéutico e

mitigar os riscos potenciais associados.

A PGE: exerce propriedades hiperalgésicas na periferia devido a seu efeito
sensibilizador nos nervos aferentes primarios, por mecanismos diretos e indiretos. Ela
€ capaz de modular diretamente a fungcdo de canais idnicos atuando nos receptores
EP, em particular EP1 e EP4 (DAS, 2015).

Além disso, a PGE2 também possui efeitos indiretos, incluindo o aumento
da sensibilidade dos neurbnios periféricos a outros agentes quimicos excitatérios
(VASKO; CAMPBELL; WAITE, 1994).

O envolvimento da PGE:2 na hiperalgesia central foi ilustrado em varios
modelos experimentais. A injecdo de formalina na pata traseira evoca uma liberagéo
espinhal bifasica de PGE-2, que contribui para a resposta nociva percebida em fungao
do estimulo induzido pela formalina (MALMBERG; YAKSH, 1995).

Em nivel pré-sinaptico, a PGE2 promove aumento da nocicepgéo por
facilitar a liberacdo espinhal do neurotransmissor excitatério glutamato ou
neuropeptideos, incluindo substancia P e CGRP (HINGTGEN; VASKO, 1994;
NISHIHAM et al., 1995). Isso foi mediado por um aumento na corrente de entrada de
calcio. Ja em nivel pds-sinaptico, a PGE2 se liga ao receptor EP2 para ativar
diretamente neurdnios do corno dorsal, potencializando a atividade dos receptores
ativados por glutamato, como acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolepropiénico
(AMPA) e N-metil D-Aspartato (NMDA), cuja ativagao promove abertura de canais

catibnicos nao seletivos (BABA et al., 2001; DAS, 2015). Tais eventos contribuem para



42

a transmissao de respostas nociceptivas. Além disso, a PGE2 também pode facilitar a
sensibilizagdo central ao bloquear a subunidade a3 do receptor glicinérgico, cuja

capacidade inibitéria fica comprometida (HARVEY et al., 2004).

Como a inibicdo da COX-2 esta associada a um risco cardiovascular (CV)
atribuivel a inibicdo da PGl2, a inibicdo direcionada a via da PGE2 vém sendo atribuida
como uma estratégia alternativa. A atencao tem se voltado mais especificamente para
a prostaglandina E sintase-1 microssomal (MPGES-1), uma enzima limitante na
sintese de PGE2, que esta frequentemente acoplada a COX-2. Dessa forma, a
mPGES-1 pode ser um alvo util para o tratamento da dor associada a doenga
inflamatdria (CHEN, Lihong; YANG; GROSSER, 2013).

A existéncia de quatro subtipos de receptores EP (EP14) codificados por
genes distintos também contribui para a diversidade da atividade biologica da PGE-.
EP2 é expresso em neur6nios da medula espinhal do sistema nociceptivo, e EP1, EP3
e EP4 sdo expressos em aferentes nociceptivos primarios (DAS, 2015; KAWAMURA
et al., 1997).

O impacto da PGE2 na dor inflamatéria aguda p6de ser avaliado pelo
modelo de contor¢bes induzidas por acido acético, onde a resposta a dor em
camundongos knockout para o receptor EP+ demonstrou ser idéntica aquela
promovida por inibigdo da COX (STOCK et al., 2001).

O uso terapéutico de AINEs como anti-inflamatorios e analgésicos esta
associado a um amplo espectro de efeitos adversos, incluindo lesées GlI, eventos
cardiovasculares (CV), toxicidade renal, insuficiéncia cardiaca congestiva e elevagao
da pressao arterial, entre outros. Recentemente, os eventos CV tém causado muita
preocupacgao, mas a toxicidade Gl é provavelmente o efeito adverso mais importante,
devido a sua frequéncia e gravidade (BRUNO, Annalisa; TACCONELLI,
PATRIGNANI, 2014; GARCIA-RAYADO; NAVARRO; LANAS, 2018). Por existir uma
diversa contribuicdo dos receptores EP no estimulo a dor inflamatéria, a inibicdo dos
receptores periféricos EP14 e central EP2 pode fornecer efeitos analgésicos para
sindromes dolorosas especificas. Esta pode ser uma estratégia promissora caso o
envolvimento do receptor EP seja identificado como um dos principais responsaveis

pela condicdo dolorosa. Assim, sua inibicdo pode ser util para complementar outras
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terapias em uma abordagem individualizada (CHEN, Lihong; YANG; GROSSER,
2013).

2.6 Modelos in silico de atividade biolégica

A pesquisa e desenvolvimento (P&D) de um novo medicamento € um
processo dispendioso, que exige dezenas de milhdes de dblares e cerca de dez a
vinte anos. Apesar da enorme quantidade de etapas, ainda restam lacunas, que por
vezes resultam na descontinuagao do medicamento. Para lidar com esse problema,
varias técnicas in silico estdo sendo usadas durante o estdgio inicial da P&D para
identificar possiveis problemas de seguranca, permitindo aumentar a taxa de sucesso
e reduzir os custos associados. Dessa forma, algumas etapas da P&D estao sendo
abolidas pela industria farmacéutica, uma vez que os estudos in silico conseguem
substituir satisfatoriamente determinados modelos experimentais in vivo (BRUNO,
Agostino et al., 2019). Anualmente, a industria farmacéutica investe aproximadamente
10% do seu faturamento no aperfeicoamento de algoritmos de simulagcédo capazes de

avaliar milhares de ligantes em curto intervalo de tempo (KITCHEN et al., 2004).

O avanco na capacidade de processamento dos computadores coloca em
énfase a area da bioinformatica, que fornece valiosas contribuicbes para a
investigacdo de novas moléculas com atividades biolégicas. Os estudos in silico
permitem predizer alvos terapéuticos, toxicidade, permeabilidade de membranas,
metabolismo, entre outros, e assim antecipar ou confirmar se um composto € capaz
de exercer efeitos benéficos (DI; KERNS, 2008).

Em termos farmacocinéticos, na maioria das vias, uma etapa limitante para
que um farmaco promova seu efeito € a absorgdo. Em 1997, Christopher A. Lipinski,
trabalhando para a Industria Farmacéutica Pfizer, desenvolveu um modelo capaz de
fornecer uma boa previsdo do perfil de biodisponibilidade oral de novas moléculas. A
regra dos 5 de Lipinski € assim conhecida por seus parametros serem multiplos de
cinco. E um método simples, rapido e de baixo custo, que permite avaliar a drug-
likeness. As regras obedecem a um padrdo de referéncia baseado em pesquisa,
documentacéo e justificativa sélidas. Compostos que atendem a todos os parametros
possuem maior probabilidade de serem absorvidos apdés administracdo oral (DlI;

KERNS, 2008). De acordo com essa regra, uma molécula pode apresentar boa
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absorgéo caso seu peso molecular seja < 500 g.mol', seu coeficiente de parti¢cdo
(LogPow) seja <5, o numero de aceptores de hidrogénio (soma de atomos de oxigénio
e nitrogénio) seja < 10, e numero de grupos doadores de hidrogénio (soma de OH e
NH) seja < 5. No maximo um parametro pode ser violado para a molécula ser
considerada candidata a farmaco (LIPINSKI, Christopher A. et al., 2012).

No contexto dos modelos in silico, o docking (ancoramento) molecular vém
ganhando espacgo em virtude do avango biotecnologico dos métodos de purificagao
de proteinas, cristalografia de raio-X e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear. A identificacao detalhada de estruturas proteicas, bem como o depdsito das
estruturas cristalografadas em bancos de dados publicos confere maior diversidade
na avaliagdo de possiveis interacdes. Isso também favorece a eficiéncia do
acoplamento, uma vez que para obtengcdo de éxito € necessario o prévio

conhecimento do sitio de ligagdo (MENG et al., 2011).

O docking molecular € um instrumento capaz de predizer geométrica e
energeticamente o complexo de interacdo fisico-quimica formado entre moléculas,
denominadas ligantes, com estruturas tridimensionais de macromoléculas presentes
no organismo, que podem ser lipidios, proteinas, acidos nucleicos, entre outros. Essa
informacéo é determinante para o planejamento racional de farmacos, uma vez que
oferece um excelente direcionamento. O estudo das orientagdes e conformacgdes
permite estabelecer quais os pontos chave de ligacao, e assim promover substituicdes
na estrutura molecular que favorecam a afinidade e especificidade pelo receptor,
reduzindo assim a dose necessaria para promover os efeitos terapéuticos, e
consequentemente reduzindo também a incidéncia de efeitos adversos (ALMEIDA,
2014; BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).

Essa técnica tem se tornado uma alternativa, rapida, barata e de alta
eficiéncia, capaz de contribuir com a redug¢ao do tempo e custos durante o processo
de desenvolvimento de novos medicamentos. Sua utilizagdo estd associada ao
screening virtual de compostos, bem como a descoberta e otimizagdo de compostos
lideres. Os algoritmos de busca, os graus de liberdade configuracionais e
conformacionais, as fungdes de pontuacgao (score) e as fungdes fitness (de ajuste) s&o
pecas-chave no docking molecular, pois permitem pesquisar por diferentes
conformacgdes e orientagcbes com base na complementariedade quimica e estérica

entre ligante e alvo, bem como identificar o melhor cenario energético, caracterizado
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pela formacdo do complexo de menor energia (ALMEIDA, 2014; BROOIJMANS;
KUNTZ, 2003).

Para determinar a afinidade do ligante com o sitio ativo € necessario que
estejam presentes alguns fatores determinantes, como alto nivel de
complementaridade estérica, alta complementaridade de propriedades associadas as
superficies de contato, conformacao energeticamente favoravel e poucas interagoes
repulsivas (ALMEIDA, 2014). A afinidade entre ligante e alvo ocorre através de
interacdes intermoleculares, como for¢as de Van der Waals, intera¢des hidrofébicas,
T- T, interagdes idnicas ou eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e ligagdes covalentes
(GURYANOV; FIORUCCI; TENNIKOVA, 2016).

As interacdes eletrostaticas resultam da atracao entre dipolos e/ou ions de
cargas opostas. Em pH fisiologico, alguns aminoacidos encontram-se ionizados,
podendo interagir com moléculas que apresentem grupos carregados. Essas
interacdes variam energeticamente entre 1 e 7 kcal/mol e séo divididas em ion-dipolo
e dipolo-dipolo. A primeira é resultado da for¢a de interacdo entre um ion e uma
espécie neutra polarizavel, ja a segunda consiste na interagao entre dois grupamentos
com cargas opostas, principalmente em decorréncia da diferengca de
eletronegatividade entre um heteroatomo e um atomo de carbono (BARREIRO;
FRAGA, 2015).

As interacbes de Van der Waals ocorrem entre todos os atomos, e sao
representadas por interacbes dipolo permanente-dipolo permanente, dipolo
permanente-dipolo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido. A forga atrativa entre
os atomos ocorre em virtude de uma assimetria transitoria na distribuicdo eletrénica
de um atomo, induzindo por consequéncia uma assimetria complementar no atomo
vizinho (ROTH; NEAL; LENHOFF, 1996). Configuram interagdes energeticamente
fracas, variando entre 0,5 e 1,0 kcal/mol, e geralmente ocorrem em funcdo da
polarizacdo transiente de ligagdes carbono-hidrogénio ou carbono-carbono. Apesar
do baixo potencial energético, essas interagdes sdo essenciais ao reconhecimento
molecular, uma vez que, somadas, as multiplas interacbes contribuem
significativamente para o resultado final (BARREIRO; FRAGA, 2015).

As interagdes hidrofébicas ocorrem devido a presenca de cadeias ou

subunidades apolares no sitio de ligagdo ou no ligante. Elas sao individualmente
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fracas, aproximadamente 1 kcal/mol. Geralmente essas subunidades encontram-se
solvatadas por moléculas de agua. A aproximacgao entre as superficies hidrofébicas
colapsa a estrutura de agua, favorecendo a interacao ligante-receptor a custa do
ganho entrépico associado a desorganizagdo do sistema (BARREIRO; FRAGA,
2015).

De todas as interacbes nao covalentes, as ligacées de hidrogénio sao
consideradas as mais importantes para os sistemas bioldgicos pois participam
ativamente na manutencdo do complexo ligante-receptor. Apesar de ocorrerem em
menor numero que as interacgdes lipofilicas, elas sao responsaveis pela estabilidade
das conformacdes bioativas das a-hélices e folhas 3, bem como das bases puricas e
pirimidicas, sendo, portanto, essenciais a vida. Além disso, as propriedades da agua,
alcoois, acidos organicos e aminas estao intimamente relacionadas com a formacao
dessas interagdes. A formacao de ligacdes de hidrogénio €& possivel devido a
presenca do atomo de hidrogénio e de heteroatomos eletronegativos, como oxigénio,
nitrogénio, fluor. Normalmente essas interagdes sao consideradas estaveis quando a
distancia entre o atomo de hidrogénio e o atomo aceptor € menor que 2,0 angstroms
(A). A forca dessas interacbes esta relacionada com a natureza dos atomos
envolvidos, ou seja, com a diferenca de eletronegatividade. Algumas podem ser
consideradas tao fortes quanto ligacdes covalentes, onde a energia varia entre 20 e
40 kcal/mol. As ligagcdes de hidrogénio mais comuns possuem energia variando entre
5 e 15 kcal/mol. E existem ainda as liga¢des fracas, que variam de 1 a 5 kcal/mol.
Considerando-se que interacdes mais fortes do que 10 kcal/mol dificimente s&o
rompidas em processos nao enzimaticos, a forca da ligagcdo de hidrogénio é
determinante para a formagdo do complexo farmaco-receptor, bem como para os
efeitos gerados (BARREIRO; FRAGA, 2015).

O algoritmo de busca do docking pode adotar diferentes métodos de acordo
com o grau de flexibilidade. Na primeira abordagem, o alvo molecular é considerado
rigido e o ligante apresenta apenas graus de liberdade translacional e rotacional, na
segunda o alvo molecular é rigido e o ligante apresenta todos os graus de liberdade
(translacionais, rotacionais, vibracionais e conformacionais), e na ultima o alvo
molecular é flexivel ou parcialmente flexivel e todos os graus de liberdade do ligante
s&o considerados (DI; KERNS, 2008).
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O docking de validagdo, denominado redocking, avalia a eficiéncia das
funcdes de busca e pontuacgdo. Para isso, o complexo cristalografico € separado em
proteina e ligante, e entdo ambos sdo submetidos ao docking. A eficacia da funcéo de
busca € avaliada pelo RMSD (do inglés Root Mean Square Deviation) do ligante
cristalografico, sendo consensual que a validagao da metodologia exige valores de
RMSD menores que 2 A (PLEWCZYNSKI et al., 2011). Considerando que o docking
nao precisa possuir exatiddo maior que a resolu¢cdo da estrutura cristalografica,
também é aceitavel utilizar a resolugdo da estrutura como valor limite de RMSD
(ONODERA; SATOU; HIROTA, 2007).

O docking molecular pode empregar métodos baseados na mecéanica
molecular ou na mecanica quantica. De forma resumida, a diferenga resta na inclusao
do movimento dos elétrons nos calculos. A mecanica molecular assume as leis de
Newton, onde os atomos sdo tratados como corpos solidos, esféricos, dotados de
carga, raio, massa e polarizabilidade definidas. Ja a mecanica quantica é capaz de

estabelecer as propriedades eletrénicas dos sistemas (LEACH, 2001).

A funcao de pontuacdo, responsavel por prever a energia livre de ligacao
dos complexos, € dividida em trés tipos: fungbes derivadas dos campos de forga,
empiricas e baseadas em conhecimento. A primeira utiliza potenciais derivados dos
campos de forca da mecéanica molecular relacionados a entalpia e termos entrépicos
relacionados a mobilidade conformacional. As fungbes empiricas sdo baseadas no
somatorio de termos entalpicos e entrépicos. Por fim, as fungdes baseadas em
conhecimento reproduzem a energia livre de ligagdo como um potencial de forcas
calculadas a partir da frequéncia de contatos interatdmicos (KITCHEN et al., 2004). A
eficiéncia da funcdo de pontuagado é avaliada comparando os valores de energia do
ligante experimental com os valores apresentados pelo ligante cristalografico, bem
como através da correlagado dos valores tedricos com dados experimentais. A melhor
conformacao € aquela que assume o valor de energia de interacdo mais favoravel, ou

seja, o valor mais negativo (GANI, 2007).

Diversas classes de compostos naturais demonstram potencial em
promover efeitos anti-inflamatorios por inibicdo das isoformas da COX, entre elas,
flavonoides (DASH et al., 2015), sesquiterpenos (WUBE et al., 2008), fenilpropanoides
(HUSS et al., 2002) e triterpenos (ZHANG, Yanjun et al., 2004).
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A literatura descreve trés mecanismos principais de inibicdo da COX. O
primeiro consiste em uma inibicao irreversivel através de ligacdo covalente, efetuada
mediante acetilagcao do residuo de Ser530 na COX-1, impedindo a interagdo de acido
araquidénico (AA) com o sitio. A segunda se trata de uma inibi¢cao reversivel tempo-
independente, efetuada por farmacos que competem com o AA pelo sitio ativo da COX
em ambas isoformas. A ultima também ocorre por inibicao reversivel, no entanto, lenta
e tempo-dependente, efetuada por inibidores ndo-seletivos ou por inibidores COX-2-
seletivos. A inibicdo tempo-dependente normalmente acontece através de interagdes
eletrostaticas ou por mudangas conformacionais na estrutura enzimatica, permitindo
que ocorram interagdes extras (HINZ; BRUNE, 2002; KURUMBAIL et al., 1996;
MARNETT, 2002).

O sitio ativo da COX consiste em um longo canal lipofilico. A constricao
logo na entrada do canal é feita pelos residuos de Tyr355, Arg120 e Glu524 presentes
na superficie enzimatica. Através de interacdes eletrostaticas, os residuos de Arg120
e Glu524 mantém a hélice D fixa e a entrada do canal aberta. Porém, quando esta
presente um substrato/inibidor que contenha grupo acido, ele pode interagir por
ligacbes de hidrogénio com o residuo de Arg120, o que facilita a quebra da interagao
Arg120-Glu524, relaxando a hélice e fechando a entrada do sitio, contribuindo para a
interacdo entre grupo acido e sitio ativo. No topo do canal, a aproximadamente 13 A
de Arg120, encontra-se o residuo catalitico Tyr385, que é responsavel pela conversao
de AA em PGG:. A sobreposigcao das estruturas tridimensionais (3D) de COX-1 e -2
indica que os residuos que compdem o canal lipofilico, os sitios cataliticos e os
residuos adjacentes sao idénticos, exceto por duas variagbes: lle em COX-1 é
substituida por Val na COX-2 nas posi¢des 434 e 523 (VANE; BAKHLE; BOTTING,
1998) Tanto em COX-1 como COX-2 o canal lipofilico é envolto por residuos de
Ala527, Gly526, Leu384, Phe381, Phe513, Ser530 e Trp387, e ainda existe uma
cavidade adjacente formada por Met113, Leu359, Leu531, Tyr355, Val116 e Val349.
A principal diferengca entre as isoformas é que em COX-2, os residuos Leu352,
Phe518, Ser353, Tyr355, Val434 e Val523 formam uma cavidade lipofilica maior e
mais acessivel quando comparado a COX-1. Por ser menos volumoso, o residuo de
Val523 permite o acesso do inibidor ao bolso lateral hidrofilico (Figura 7). Em COX-1
esse acesso € inviavel, uma vez que a cadeia lateral da lle € maior e gera impedimento
estérico (SMITH, William L.; DEWITT; GARAVITO, 2000). Ja na posicao 434, a
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substituicdo da lle por Val contribui para a abertura do bolso lateral na COX-2, dado
que a cadeia lateral de 434 e Phe518 constituem o portdo de entrada desta cavidade.
Essa variagao esta relacionada com a seletividade da isoforma, uma vez que 0 menor
volume da valina permite melhor acomodacao do ligante no canal e promove
distanciamento do residuo de Ser530, que € acetilavel, proporcionando maior variagao
de substratos. Outra diferenca entre as isoformas consiste na cavidade polar anexa,
que é circundada por GIn192, His90 e pelo residuo da posi¢cédo 513, que na COX-1 é
histidina e na COX-2 é arginina. A maior extensao do grupo guanidina, presente em
Arg513, em comparacdo com anel imidazol, presente em His513, favorece a
ocorréncia de intera¢gdes com grupos polares dos ligantes (GARAVITO; MULICHAK,
2003).

Figura 7. Diferencas estruturais na composi¢cao de AA das isoformas de COX.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Criado com BioRender.com.

O atual cenario, proporcionado pela bioinformatica, permite delinear de

forma mais clara e precisa diversos tipos de estudos, utilizando modelos in silico para
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direcionar e/ou confirmar dados experimentais. As estruturas tridimensionais das
isoformas da COX ja foram notoriamente estabelecidas, bem como os sitios de
interacdo com ligantes especificos. Esses fatores favorecem a utilizagao de técnicas
de docking molecular a fim de desenvolver novos farmacos de alta afinidade e
especificidade, e ainda, sem as limitacbes associadas aos efeitos colaterais dos
AINES.

2.7 Considerac6es gerais sobre cumarinas

As cumarinas, também conhecidas como 1,2-benzopironas, possuem em
seu esqueleto basico anéis benzeno e a-pirona fundidos, e compreendem uma
importante classe de compostos fendlicos (BAROT et al., 2015). Sdo encontradas em
fungos, bactérias e varias espécies de plantas, particularmente em plantas
comestiveis e medicinais de diferentes familias botanicas (DETSI; KONTOGIORGIS;
HADJIPAVLOU-LITINA, 2017). Sado compostos heterociclicos, e podem estar
presentes na natureza como heterosideos ou na forma livre. As cumarinas séo
metabdlitos secundarios de plantas, e ocorrem em diferentes partes, como raizes,
sementes, nozes, flores e frutos (ANNUNZIATA et al., 2020). Sua biossintese
acontece pela via do acido chiquimico, via acido cinamico, através do metabolismo da
fenilalanina (GARG et al., 2020). Plantas com habitos muito diversificados séo
capazes de promover sua biossintese, como arvores, arbustos e ervas.
Aproximadamente 3.560 derivados cumarinicos ja foram isolados e identificados (JIA,
2003).

O termo cumarina originou-se de “cumaru”, que € o nome popular para a
planta nativa do Brasil Dipteryx odorata, da familia Fabaceae (PEREIRA, Thiago
Moreira et al., 2018). Dipteryx odorata € uma planta endémica da América Central e
do Norte da América do Sul, amplamente difundida na regido da Floresta Amazénica,
da qual a cumarina foi isolada pela primeira vez por Vogel em 1820 (LONCARIC et
al., 2020). Suas sementes, batizadas de fava tonka ou fava de cumaru, sdo uma fonte
natural de cumarina, composto amplamente explorado por setores industriais, sendo
utilizado por empresas de fragrancias, principalmente como fixador e potencializador
em perfumes, além de ser adicionado a sabonetes, detergentes, cremes dentais,
corantes, tabaco e produtos alcodlicos (BAROT et al, 2015, DETSI;
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KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; GARG et al, 2020). Sua
importancia também é clara na industria alimenticia, onde suas atividades fungicidas
e antioxidantes sdo exploradas (CARNEIRO et al., 2021). Compostos a base de
cumarina também tém sido utilizados nas areas biomédica, farmacéutica, quimica, na
pesquisa e diagnodstico, como insumos farmacéuticos ativos, pesticidas, grupos
protetores fotoclivaveis, sondas bioldgicas fluorescentes, sondas de monitoramento
de atividade enzimatica, na tecnologia a laser, na catalise fotorredutora organica e na
imagem celular (ANNUNZIATA et al, 2020; DETSI;, KONTOGIORGIS;
HADJIPAVLOU-LITINA, 2017). Apesar de todas essas aplicagbes, as cumarinas se
destacam por suas propriedades luminescentes. A luminescéncia de alguns derivados
resulta das propriedades intrinsecas de transferéncia de carga entre sistemas -1
conjugados, ricos em elétrons (MUKHTAR et al., 2022; PEREIRA, Thiago Moreira et
al., 2018).

A cumarina é um soélido cristalino incolor com cheiro doce, semelhante ao
da baunilha. Apesar do aroma adocicado, ela possui sabor desagradavel, sendo o
motivo de ser evitada por animais. As plantas que sintetizam cumarinas sao
naturalmente preservadas, pois esse composto serve como protecdo contra
predadores (DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; MUKHTAR et
al., 2022). Além disso, elas também oferecem beneficios a fisiologia vegetal, atuando
como antioxidantes e inibidores enzimaticos. Esta classe de substancias esta
envolvida no controle do crescimento das plantas, respiracéo, fotossintese e defesa
contra infecgdes (BAROT et al., 2015; PEREIRA, Thiago Moreira et al., 2018).

As cumarinas estdo amplamente distribuidas em diferentes familias de
plantas, como Fabaceae, Rutaceae, Apiaceae, Asteraceae, Leguminosae e
Thymelaeaceae (XIA et al., 2022). Isso explica o grande interesse nas técnicas de
extracao e caracterizacdo de cumarinas naturais e na sintese de seus derivados. Além
disso, a simplicidade de sua estrutura quimica € muito atrativa, assim como a
reatividade dos anéis benzeno e pirona. As ligacbes duplas conjugadas sao
responsaveis por gerar um ambiente eletrébnico importante para os efeitos dessa
classe de compostos (ANNUNZIATA et al., 2020; STEFANACHI et al., 2018).

As cumarinas naturais sdo subdivididas em diferentes classes, com base
em sua diversidade quimica e complexidade. Elas podem ser classificadas como

cumarinas simples, isocumarinas, furanocumarinas, piranocumarinas (angulares e
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lineares), biscumarinas e outras cumarinas, como fenilcumarinas (Figura 8) (BAROT
et al., 2015; DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017). As cumarinas
simples sdo compostas por moléculas com padrdes de substituicado hidroxila, alcoxila
e alquila em sua estrutura basica. A classe das cumarinas simples representa a
principal classe de derivados cumarinicos com propriedades anti-inflamatérias (DI
STASI, 2021; NASIR et al., 2022). Ela serve como modelo primordial para o design e
sintese de derivados farmacologicamente ativos, cujas inser¢cbes geralmente
favorecem a capacidade de sequestro de radicais livres em diferentes modelos
experimentais (CARNEIRO et al., 2021; LONCARIC et al., 2020).

Figura 8. Estrutura quimica de diferentes classes de cumarinas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O nucleo O-heterociclico das cumarinas é altamente significativo,
conferindo a esses compostos naturais perspectivas terapéuticas promissoras. Entre
suas caracteristicas principais, podemos destacar baixo peso molecular, estrutura
simples, alta biodisponibilidade, alta solubilidade na maioria dos solventes organicos
e baixa toxicidade, que, juntamente com suas atividades biolégicas multifacetadas,
garantem-lhes um papel de destaque na pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos (ANNUNZIATA et al., 2020; CARNEIRO et al., 2021).
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Devido a eficacia do grupo farmacoférico das cumarinas, o isolamento,
caracterizagao estrutural, e estudos de atividades biolégicas vém sendo cada vez
mais frequentes. A maioria das cumarinas extraidas tem atividade biologica e,
portanto, a sintese de derivados tem se tornado uma alternativa interessante, uma vez
que o processo de extracdo é demorado (LONCARIC et al., 2020). A sintese de
cumarinas possibilita obter compostos conhecidos em maior escala, bem como novos
derivados com finalidades bioldgicas e industriais. A sintese de cumarinas comegou
em meados do século XIX com a descoberta da condensacdo entre salicilaldeido e
anidrido acético por Perkin (PEREIRA, Thiago Moreira et al., 2018). Muitos métodos
tém sido empregados para sua sintese, mas cada um possui diferentes materiais de

partida e condi¢cbes de reacéo.

Multiplas abordagens sintéticas foram descritas, com diferentes compostos
de partida, como aldeidos, fendis, cetonas e acidos carboxilicos. Ha também uma
grande diversidade de técnicas, solventes e catalisadores, visando aprimorar o
rendimento das reacdes (ANNUNZIATA et al., 2020; PEREIRA, Thiago Moreira et al.,
2018). Os métodos mais utilizados para a sintese de derivados cumarinicos abrangem
a reacao de Perkin, a condensacao de Knoevenagel, a condensacao de Pechmann,
a reacao de Wittig, a reagdo de Baylis-Hillman, o rearranjo de Claisen e a reagéo de
acoplamento cruzado de Vilsmeier-Haack e Suzuki (LONCARIC et al., 2020;
PEREIRA, Thiago Moreira et al., 2018).

Atividades biolégicas e aplicacbes terapéuticas das cumarinas dependem
da estrutura quimica central e dos padrées de substituicdo no anel aromatico. As
substituicbes podem ser possiveis em qualquer um dos seis sitios disponiveis de seu
nucleo basico, e a diversidade estrutural leva a multiplas atividades farmacolégicas. A
estrutura quimica peculiar e das propriedades fisico-quimicas de seu anel o-
heterociclico permite facil ligacdo a muitos alvos proteicos (ANNUNZIATA et al., 2020;
CARNEIRO et al., 2021). A caracteristica planar, aromatica e lipofilica permite a
interacdo com diversos alvos biologicos, principalmente sitios de ligacao lipofilicos,
estabelecendo interagdes hidrofobicas fortes e, mais frequentemente, interagdes -1
com aminoacidos aromaticos, como fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp)
(STEFANACHI et al., 2018; XIA et al., 2022). Aminoacidos carregados positivamente
podem se ligar a cumarinas por meio de fortes interagdes cation-r (ANNUNZIATA et
al., 2020; STEFANACHI et al., 2018). Além disso, o grupo lactona da cumarina confere
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a molécula a capacidade de fazer fortes ligacdes polares, como ligagdes de hidrogénio
e interagcdes dipolo-dipolo. Outro aspecto importante é que enzimas com atividade
esterase sdo capazes de abrir o anel lactona, e os metabdlitos resultantes dessa
hidrolise podem ser ativos. Neste caso, as cumarinas atuariam como pré-farmacos
(STEFANACHI et al., 2018). Qualquer que seja 0 mecanismo de agdo das cumarinas,
a forca de sua ligagcédo ao alvo € aumentada por interagdes adicionais envolvendo os
substituintes presentes no nucleo cumarinico. O tipo de substituinte e o padréo de
substituicdo determinam, além da poténcia e energia global de ligagao, as interacdes

seletivas com alvos especificos (GARG et al., 2020).

As cumarinas exibem varios efeitos farmacoldgicos, incluindo
anticoagulante, antimicrobiano, anti-inflamatorio, anti-HIV, neuroprotetor,
antidiabético, anticonvulsivante, anticancerigena, entre outros. Algumas cumarinas
também demonstram capacidade de inibir a acetilcolinesterase (AchE) e a
monoaminaoxidase (MAQ) (BAROT et al, 2015, DETSI; KONTOGIORGIS;
HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; GARG et al., 2020). O potencial antioxidante de
cumarinas naturais e sintéticas em sistemas biolodgicos tem sido demonstrado nos
ultimos anos (HASSANEIN et al, 2020). Elas podem influenciar processos
inflamatdérios mediados por radicais livres, e consequentemente reduzir edema e
inflamacéo tecidual (DI STASI, 2021; NASIR et al., 2022).

Estudos de docking molecular revelam que a estrutura basica da cumarina
permite que ocorram diversos tipos de interagdes intermoleculares. Seus efeitos
biolégicos estdo associados a sua capacidade de exercer interagbes TI-TT,
hidrofobicas, eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, coordenacdo de metais e
interacdes nao covalentes de Van der Waals com os varios sitios ativos no organismo
e, por conta disso, exibem um perfil multitarget (CARNEIRO et al., 2021; REN, Qing-
Cheng et al., 2018; XIA et al., 2022). Em geral, pode-se estabelecer que esta familia
de compostos segue a regra dos cinco de Lipinski e exibem boa permeabilidade em
membranas celulares, sendo essa uma caracteristica essencial na maioria dos
farmacos (CARNEIRO et al., 2021).

O nucleo cumarinico tem sido uma fonte de inspiragcdo para o design de
novas moléculas funcionais no campo medicinal, servindo como excelente ponto de
partida. Muitos analogos estdo sendo desenvolvidos no campo experimental como

candidatos a medicamentos de maior poténcia, menor toxicidade e efeitos colaterais,
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maior biodisponibilidade e maior espectro de agdo (PEREIRA, Thiago Moreira et al.,
2018). Atualmente alguns medicamentos contendo o nucleo cumarinico podem ser
encontrados comercialmente e sdo amplamente difundidos na clinica, como por
exemplo, Armillarisin  (antibiotico), = Novobiocina  (antibiético),  Varfarina
(anticoagulante), Fenprocumon (anticoagulante), Himecromone (colerético e
antiespasmadico) (XIA et al., 2022).

Apesar dos inumeros beneficios, a quantidade de medicamentos derivados
da cumarina ainda € baixa, sendo necessario mais esforcos para a obtengcdo de
compostos com propriedades farmacocinéticas apreciaveis, juntamente com alta
eficacia e baixo perfil de toxicidade. Outro fator limitante é que ainda ha pouca
informacédo sobre os mecanismos celulares de acdo dos derivados cumarinicos,
sendo um campo que permanece obscuro. Varios possiveis mecanismos foram
propostos para determinadas cumarinas, os quais nao foram investigados em
profundidade (GARG et al., 2020). Assim, existe a necessidade de determinar o exato

mecanismo responsavel por seus efeitos.

2.8 Acido 3-cumarino-carboxilico

O acido 3-cumarino-carboxilico (C-3-COOH) foi descrito pela primeira vez
por Stuart (1886), que o sintetizou a partir de salicilaldeido e acido malénico em acido
acético glacial (DOBSON; GERKIN, 1996). Esta molécula apresenta em sua estrutura
0 nucleo basico das cumarinas, sendo, portanto, classificada como um analogo

sintético da classe das cumarinas simples (Figura 9).
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Figura 9. Acido 3-cumarino-carboxilico

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparado com outros derivados cumarinicos, o acido 3-cumarino
carboxilico (A3CC) possui algumas aplicagdes importantes. Por exemplo, na quimica
ele tem sido empregado para a determinacao do radical hidroxila no caso de radidlise
gama (y) e fotocatalise (MANEVICH; HELD; BIAGLOW, 1997; NAFRADI et al., 2020),
também exibe propriedades de luminescéncia, sendo aplicado como sonda
fluorescente (PERONI et al., 2002; YAN et al., 2012), e € utilizado como sensibilizador
de oxigénio tripleto (SPECHT; MARTIC; FARID, 1982).

A literatura relata que o A3CC é capaz de gerar compostos de coordenag¢ao
com varios metais, principalmente os que compdem a série dos lantanideos, e seus
complexos exibem atividade antiproliferativa (KOSTOVA; MOMEKOV; STANCHEVA,
2007). Shahbaz et al. (2022) avaliaram que o cocristal A3CC e tiouréia (A3SCC:TH)
exibiu potente atividade de eliminagao de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
com concentracao inibitéria média (ICso) de 127,9 £ 5,9 yM, em comparagdo com uma
ICs0 de 111,6 £ 2,4 uM da N-acetil-L-cisteina.

A viabilidade celular in vitro do A3CC, e de seu cocristal ASCC:TH (1:1)
também foi avaliada através do ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT), utilizando uma linhagem celular de fibroblasto e a
cicloheximida como padrdo. Os resultados demonstraram que ambos compostos

possuem natureza nao citotoxica (SHAHBAZ et al., 2022).
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Outro exemplo de cocristalizagdo bem sucedida do A3CC ocorreu com a
sertralina, onde ¢é relatado um aprimoramento no efeito antidepressivo e na
biodisponibilidade da sertralina (ESCUDERO et al., 2016).

O A3CC também ja demonstrou possuir significativa atividade
antileishmania, com uma ICso de 27,2 + 0,8 ug mL' em comparagdo com valores de
3,1+0,0ugmL'e 15,5+ 0,0 ug mL-' da anfotericina B e miltefosina, respectivamente
(SHAHBAZ et al., 2022). Outros estudos evidenciaram que a reagdo do A3CC com
alquildiaminas gerou analogos capazes de exibir atividades antibacterianas (LIN et al.,
2012).

A farmacoterapia padrdo-ouro para o manejo da dor envolve o uso de
AINES e opioides, introduzidos décadas atras. Apesar dos inumeros esforgos na area,
poucos medicamentos com novos mecanismos de acao foram levados para a clinica.
Entre os farmacos utilizados atualmente, ainda existem limitagées em varios aspectos,
muitos sdo caros, disponiveis apenas por via parenteral, seus efeitos colaterais de
longo prazo geralmente limitam sua utilizacdo e nao reduzem efetivamente a dor
(BOTZ; BOLCSKEI; HELYES, 2017).

A dor e inflamacé&o persistentes e de diferentes origens representam um
problema multifacetado, gerando impactos nas areas médica, social e econémica, e
sua farmacoterapia ainda € limitada. Portanto, ha uma urgente necessidade em

desenvolver agentes anti-inflamatoérios e analgésicos.

As contribuicbes de Shahbaz e colaboradores (2022) revelam que o A3CC
€ um potencial candidato para a sintese de cocristais com outras moléculas, bioativas
ou néo, a fim de explorar suas propriedades ou aprimorar suas aplicacdes bioldgicas.
Os dados da literatura também demonstram que o A3CC possui um excelente
arcabouco para modificagdes estruturais, que por vezes, promovem melhorias em sua

atividade bioldgica.

Apesar do A3CC ser um composto disponivel comercialmente, o que o
torna de relativamente facil acesso, bem como compartilhar caracteristicas estruturais
com outras cumarinas que apresentam diversos efeitos bioldgicos interessantes, as
atividades desta molécula ainda ndo foram amplamente exploradas, dando margem

para o desenvolvimento de novas pesquisas. O presente estudo se propde a
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investigar pela primeira vez os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério do A3CC,

frente a modelos experimentais de dor e inflamacao.



o

OBJETIVOS
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do &acido 3-cumarino

carboxilico utilizando metodologias in silico, in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o espectro geral de atividades farmacoldgicas do acido 3-cumarino
carboxilico utilizando o software PASS;

e Predizer teoricamente o perfil de biodisponibilidade oral e druglikeness do acido
3-cumarino carboxilico utilizando o software Molinspiration;

e Analisar a penetracdo do acido 3-cumarino carboxilico pela barreira
hematoencefalica (BHE) utilizando o modelo de permeabilidade utilizando o
software Volsurf+;

e Detectar o de fator de risco de toxicidade utilizando o software OSIRIS
DataWarrior;

e Predizer possiveis metabdlitos gerados pelo acido 3-cumarino carboxilico
através do software MetaSite 6;

e Verificar a atividade hemolitica e anti-hemolitica do acido 3-cumarino
carboxilico em eritrécitos humanos dos tipos sanguineos A, B e O;

e Investigar o efeito antinociceptivo do acido 3-cumarino carboxilico através do
modelo de contor¢gbes abdominais induzidas por acido acético;

e Analisar a agao antinociceptiva do acido 3-cumarino carboxilico nos modelos
de glutamato orofacial e formalina orofacial;

e Investigar a participagcao do sistema opioidérgico e canais de potassio sensiveis
a trifosfato de adenosina (K*atp) na possivel antinocicep¢ao promovida pelo
acido 3-cumarino carboxilico no modelo de formalina orofacial;

e Analisar a possivel atividade anti-inflamatorio do acido 3-cumarino carboxilico
no modelo de edema de pata induzida por carragenina;

e Realizar o estudo de docking molecular do acido 3-cumarino carboxilico com

as isoformas 1 e 2 da enzima cicloxigenase.
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4. MATERIAL

4.1 Colaboragées

O estudo foi conduzido em parceria com o laboratério de Farmacologia da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), o laboratdrio de Analises
Clinicas da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e o laboratério de

Quimioinformatica da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 Substancias

O acido 3-cumarino carboxilico, dexametasona, acido acético, formalina,
glutamato, MK-801, naloxona, glibenclamida e carragenina foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), e o cloridrato de morfina foi adquirido da
Vetec (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil). O cloreto de sodio (NaCl) e Triton X-
100 foram fornecidos pela UFCG. Todas as drogas foram diluidas em agua destilada,
exceto o acido 3-cumarino carboxilico, que foi diluido em Tween 80 (1%) e agua

destilada.

4.3 Animais

Nos experimentos in vivo, foram utilizados camundongos (Mus musculus)
linhagem Swiss, machos com aproximadamente 3 meses de vida, pesando entre 25-
35 g, provenientes do biotério setorial da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco. Os animais foram mantidos no biotério, em gaiolas de polietileno, os quais
permaneceram sob condi¢des controladas de temperatura (21 + 1° C), ciclo
claro/escuro de 12 horas cada, com livre acesso a uma ragéo tipo pellets (Purina®) e

agua disponivel em garrafas de polietileno.

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA),
da UNIVASF sob os certificados n° 0001/250221 e 0005/281119. O tratamento e
utilizacdo dos animais foram conduzidos de acordo com o Guia para Cuidado e Uso
de animais de Laboratdrio publicado pelo National Institutes of Health (NIH publication,

n. 85-23, revisado em 1985) e consonantes com o0s principios éticos na
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experimentacao animal adotado pela comissdo. Todos os cuidados no sentido de

minimizar o sofrimento causado aos animais nos experimentos foram tomados.

4.4 Condi¢coes experimentais

Os testes in vivo foram realizados de forma colaborativa, no Laboratorio de
Farmacologia da UNIVASF. No dia anterior ao experimento, os animais foram
separados em grupos de no maximo 4 animais por gaiola. Os animais foram pesados
e transferidos para o local de realizagcao dos testes, a fim de permitir sua familiarizagao

com o ambiente e minimizar o estresse provocado pela exposicao a um novo espaco.

As bancadas metalicas e os aparelhos utilizados foram higienizadas com
alcool 70%, entretanto, durante os testes, foi utilizado etanol com baixa graduacéao
(10%), na tentativa de diminuir possiveis odores que possam interferir no

comportamento dos animais.

4.5 Eritrocitos humanos

Os eritrécitos humanos referentes aos tipos sanguineos A, B e O foram
oriundos de doadores voluntarios saudaveis. Estes foram obtidos do Laboratério de
Andlises Clinicas - LABVITA, do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade
Federal de Campina Grande, campus Patos-PB. A manipulagdo e o descarte dos
eritrécitos foram realizados de acordo com as Normas de Seguranga seguidas pela
referida unidade. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa (CEP)
do Centro de Ciéncia da Saude (CCS), da UFPB sob o parecer n° 5.382.413.

5. METODOS

As metodologias que foram utilizadas para investigar as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria do acido 3-cumarino carboxilico estao

representadas na figura 10.



64

Figura 10. Resumo esquematico das metodologias realizadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Criado com BioRender.com.

5.1 Avaliacdo do espectro de atividades farmacolégicas do acido 3-

cumarino carboxilico

Para previsdo do espectro de atividade e analise das propriedades

farmacoldgicas do acido 3-cumarino carboxilico sera utilizado o software PASS online

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/), com o objetivo de avaliar o potencial

biolégico geral de uma molécula organica quando em contato com o organismo

humano, sendo possivel fornecer previsdes simultdneas de muitos tipos de atividades
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biolégicas com base na estrutura dos compostos organicos, que refletem os
resultados de interagdo do composto com varias entidades biolégicas. Os parametros
da acao biolégica do composto foram interpretados conforme a classificagdo: Pa
(probabilidade de ser ativo) e Pi (probabilidade de ser inativo), estimando a
categorizagdo de um composto potencial em ser pertencente a subclasse de

compostos ativos ou inativos, respectivamente (SRINIVAS et al., 2014)

5.2 Avaliacao do perfil de biodisponibilidade oral e druglikeness do acido

3-cumarino carboxilico

As propriedades moleculares foram calculadas, com base em descritores
moleculares utilizando a regra dos cinco de Lipinski, no software Molinspiration Online
Property Calculation Toolkit (www.molinspiration.com/). A regra dos 5 traga um perfil
para moléculas dentro de limites de massa molar, lipofilia (representada pelo log P), e
hidrofilia (representada pelo numero de doadores e aceptores de ligacdo de
hidrogénio). Ela estabelece alguns parametros estruturais relevantes para a predicao
tedrica do perfil de biodisponibilidade oral. Esta biodisponibilidade esta associada a
absorcdo e a permeabilidade das moléculas e estabelece que para ser um bom
farmaco deve atender a 4 parametros multiplos de 5: (a) numero de grupos aceptores
de ligacao hidrogénio (nNALH) menor ou igual a 10; (b) numero de grupos doadores de
ligacdo hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; (c) massa molecular (MM) menor ou
igual a 500 g/mol; (d) LogPow menor ou igual a 5. Moléculas que violam mais do que
uma destas regras podem ter problemas com a biodisponibilidade (LIPINSKI,
Christopher A. et al., 2012).

Druglikeness pode ser definida como um equilibrio de varias propriedades
moleculares e caracteristicas estruturais que determinam se uma molécula é
semelhante a outras. Essas propriedades, principalmente hidrofobicidade, distribuicdo
eletrbnica, caracteristicas de ligacdo de hidrogénio, tamanho e flexibilidade da
molécula e a presenca de caracteristicas farmacoforicas influenciam o comportamento
da molécula em um organismo vivo, incluindo biodisponibilidade, propriedades de
transporte, afinidade com proteinas, reatividade, toxicidade, metabolismo e
estabilidade. O método utiliza estatisticas Bayesianas para comparar estruturas de

ligantes ativos com estruturas de moléculas inativas e identificar caracteristicas que
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determinam as propriedades de ligagao ao alvo especifico. O sistema de calculo de
pontuag¢des de atividade para ligantes de GPCR, inibidores de quinase, moduladores
de canais ibnicos, ligantes de receptores nucleares, inibidores de protease e outros
alvos enzimaticos faz a comparagdo com cerca de 100.000 moléculas. A pontuacéo
de semelhanca permite a separacao eficiente de moléculas ativas e inativas. Quanto

maior o valor da pontuagao, maior a probabilidade de que a molécula seja ativa.

5.3 Avaliacdo da permeabilidade do acido 3-cumarino carboxilico na

barreira hematoencefalica

Para a predicdo da permeabilidade da barreira hematoencefalica foi
realizado o calculo do descritor Log BB contido no programa Volsurf+ v.1.0.7 para o
acido 3-cumarino carboxilico. Para obtencdo de tal finalidade, foi realizada a
importacdo das estruturas dos compostos em 3D salvas no formato Spatial Data File
(SDF) (CRIVORI et al., 2000; CRUCIANI, Gabriele; PASTOR; GUBA, 2000)

5.4 Avaliacdo do fator de risco de toxicidade do acido 3-cumarino

carboxilico

Para a predi¢do dos riscos de citotoxidade foi usado o programa OSIRIS
DataWarrior 5.0 (http://www.openmolecules.org/datawarrior/download.html)
(SANDER et al., 2015), que analisa os possiveis riscos com base na similaridade com
estruturas comprovadamente mutagénicas (MUT), efeito toxico no sistema reprodutor
(ESR) e irritabilidade de tecido (IRR). O calculo prosseguiu com a insercéo do acido

3-cumarino carboxilico, salvo em estrutura 3D no formato SDF.

5.5 Avaliacdo dos possiveis metabodlitos gerados a partir do acido 3-

cumarino carboxilico

Para realizar um estudo metabdlico através de métodos computacionais,
nesta pesquisa, foi utilizado o software MetaSite 6.0 da Molecular Discovery, este

prediz as possiveis transformacdes sofridas por um conjunto de moléculas em um ou
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mais citocromos em alguns regides especificas do corpo como pele, cérebro, figado
e outros (CRUCIANI, Gabriele et al., 2005).

Os calculos das analises no MetaSite seguem algumas etapas (VIANA,
2019). Primeiramente, o acido 3-cumarino carboxilico foi importado como dado de
entrada no programa MetaSite. Os locais de metabolismo foram calculados para as
isoformas do figado (Liver) disponivel no programa, enfatizando nas isoformas do
Citocromo P450 (CYP) 2D6, 3A4 e 2C9. Em seguida, calculou-se o Sitio de Predicao
Metabdlica (SoM, do inglés Site of Metabolism) para as isoformas CYP2D6 e CYP3A4
por meio do Hot-spots prediction. O histograma relata os atomos no composto
classificado do local mais provavel do metabolismo para o menos provavel. Os
resultados de previsdo do SoM sdo relatados na representagao grafica bidimensional
(2D) como um conjunto de pontos coloridos marcando as posi¢cdes dos grupamentos
quimicos mais influentes. Os atomos do composto s&o codificados por cores do local
mais provavel do metabolismo (vermelho forte) para o local menos provavel (vermelho
fraco). A regido de maior percentual de metabolizagdo € marcada na cor azul. Apés o
calculo dos SoM'’s, realizou-se a contribuicdo estrutural em Run 32D analysis,
observando os campos de interagdo molecular associados ao composto com a CYP,
mostrando os atomos que mais contribuem para orientar o local do metabolismo em
direcdo ao grupo heme. A ultima etapa correspondeu a obtencdo da predicdo dos

metabdlitos gerados e avaliagcado da sua abundancia e risco de toxicidade.

5.6 Avaliacao da atividade hemolitica do acido 3-cumarino carboxilico em

eritrocitos humanos

Para o ensaio, foram utilizadas solugdes contendo o acido 3-cumarino
carboxilico em diferentes concentragdes (50, 100, 500 e 1000 pg/mL). Amostras de
sangue humano A, B e O foram misturadas com NaCl 0,9 % na proporgéo de 1:30 e
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos para obtengdo dos eritrocitos. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes e, o sedimento da ultima centrifugacao
ressuspenso em NaCl 0,9% para obter uma suspensao a 0,5% livre de componentes
da série branca e plaquetas. Foi adicionado o acido 3-cumarino carboxilico a 2 mL da
suspensao de hemacias nas diferentes concentrag¢des (50, 100, 500 e 1000 ug/mL).

Foi realizado o controle negativo (suspensao de eritrécitos sem adigdo dos produtos -
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0 % de hemolise) e o controle positivo (suspensao de eritrocitos acrescida de Triton
X-100 a 1% - 100 % de hemdlise). Apos isso, as amostras foram incubadas por 1 hora
a 22 + 2 °C sob agitacdo lenta e constante. Decorrido este tempo as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a hemdlise quantificada por
espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al., 1997). Todos

os experimentos foram realizados em triplicata.

5.7 Avaliacao da atividade anti-hemolitica do acido 3-cumarino carboxilico

em eritrocitos humanos

Para o ensaio, foram utilizadas solugdes contendo o acido 3-cumarino
carboxilico em diferentes concentragdes (50, 100, 500 e 1000 pg/mL). A avaliacédo da
fragilidade osmotica dos eritrécitos humanos foi realizada com uma suspensao de
eritrocitos a 0,5%. As solugdes contendo concentracdes diferentes (50, 100, 500 e
1000 pg/mL) do acido 3-cumarino carboxilico, foram incubadas em tubos contendo 2
mL de uma suspenséo de eritrécitos por 1h a 22 + 2 °C. Decorrido este tempo, as
preparacdes sao centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi

descartado.

Os eritrocitos foram ressuspensos em solugdo hipoténica de cloreto de
sodio 0,24% e agitadas a 100 rpm, por uma hora a 22+2 °C. Apos este periodo, as
amostras sdo centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a hemdlise deve ser
quantificada por espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm (DACIE;
LEWIS, 2001). Foi realizado o controle negativo (suspenséao de eritrocitos sem adigdo
dos produtos - 0 % de hemodlise) e o controle positivo (suspensao de eritrocitos
acrescida da solug¢éo hipotdnica - 100 % de hemdlise). Os testes foram realizados em

triplicata.

5.8 Avaliacdo do acido 3-cumarino carboxilico no teste das contorcdes

abdominais induzidas por acido acético

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 6) e pré-tratados
com veiculo, acido 3-cumarino carboxilico (25, 50 e 75 mg/kg, i.p.) ou morfina (10

mg/kg, i.p.). Apos trinta minutos dos tratamentos iniciais, foi administrada uma solugao
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de acido acético 1% na cavidade peritoneal que provocou uma contor¢do abdominal
caracterizada pela extensdo dos membros posteriores e contracdo da musculatura
abdominal (CHEN, Lihong; YANG; GROSSER, 2013). Cada animal foi colocado em
uma caixa de observacao individual e o numero de contor¢cées abdominais foi
registrado por dez minutos apds administracdo do estimulo nociceptivo. O efeito
nociceptivo foi exibido pela porcentagem de inibicdo em relagdo ao numero de

contorgdes do grupo controle.

5.9 Avaliacdo do acido 3-cumarino carboxilico no teste do glutamato

orofacial

O protocolo de nocicepgéo orofacial foi realizado em camundongos por
administragdo perinasal (p.n.) no labio superior direito (QUINTANS-JUNIOR et al.,
2010). Os grupos de camundongos (n = 6) foram pré-tratados com veiculo, acido 3-
cumarino carboxilico (25, 50, e 75 mg/kg, i.p.) ou com o antagonista ndo competitivo
do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) MK-801 (0,15 mg/kg, i.p.). Apos trinta
minutos das administragcdes, os animais receberam uma injecado perinasal de 20 uL
de uma solugado de glutamato (30 uM) no Iabio superior direito e, logo em seguida,
foram colocados individualmente em um aparato triangular espelhado, permitindo a
visualizacdo do animal, para que fosse cronometrado o tempo que o animal passava
“‘esfregando” o local do estimulo (face rubbing). O tempo executando o
comportamento de face rubbing foi registrado por 15 minutos apds a inje¢cdo do

glutamato.

5.10 Avaliacdo do acido 3-cumarino carboxilico no teste da formalina

orofacial

Como forma de discriminar se a possivel acdo do acido 3-cumarino
carboxilico decorre de um efeito antinociceptivo central ou periférico, foi utilizado o
teste da formalina orofacial. O protocolo de nocicepgcédo orofacial foi realizado em
camundongos por administragéo p.n. de 20 pL de formalina a 2% (LUCCARINI et al.,
2006) no labio superior direito (area perinasal) dos animais. Apds a injecdo do estimulo

doloroso, os camundongos foram colocados em um aparato triangular composto por
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duas paredes espelhadas e uma de vidro transparente, permitindo a visualizagdo do
animal, para que seja cronometrado o tempo de face rubbing em duas fases
(SHIBATA et al., 1989). A primeira fase (0-5 min) ocorre, imediatamente, apds a
administracdo da formalina, provocando uma resposta nociceptiva decorrente da
estimulacao quimica direta dos nociceptores e liberacdo de aminoacidos excitatérios
(HUNSKAAR, S; FASMER; HOLE, 1985). Em seguida, ha um periodo chamado de
interfase (5-15 min) que é caracterizado pelos mecanismos de supressao endégenos
da dor. A segunda fase (15-30 min) € conhecida por um processo inflamatoério, levando
a liberacdo de mediadores como a serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandina
(ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1995).

Para a realizagao do experimento, os camundongos foram divididos em
grupos (n=6) que foram tratados com veiculo, trés doses do &acido 3-cumarino
carboxilico (25, 50 e 75 mg/kg, i.p.) ou morfina (10 mg/kg, i.p.). Apos 30 minutos dos
tratamentos, foi injetada a solugao de formalina 2% na regiao perinasal, provocando
o comportamento de face rubbing, que foi registrado nas duas fases acima citadas.
Uma reducgdo dessa resposta dolorosa nos animais tratado com a substéancia teste,
quando comparado ao grupo controle negativo, indicara uma atividade

antinociceptiva.

5.11 Avaliacdo da interacdo do acido 3-cumarino carboxilico com os
receptores da via opioide e canais de K*'arp no teste da formalina

orofacial

Por ser um modelo bifasico capaz de examinar diferentes niveis de
integracao do estimulo nocivo nos sistemas nervosos periférico e central, e por ser o
modelo que mais se assemelha a dor clinica em comparagdo com outros modelos de
dor orofacial, o teste da formalina orofacial foi selecionado para a investigacdao dos
possiveis mecanismos de agao do acido 3-cumarino carboxilico (LUCCARINI et al.,
2006).

Para determinar a via envolvida no efeito antinociceptivo acido 3-
cumarino carboxilico, foi estudada a participagéo do sistema opioidérgico e dos canais
K*atp, por meio da administragdo das ferramentas farmacologicas (naloxona e

glibenclamida, respectivamente) capazes de antagonizar competitivamente ou
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bloquear os possiveis alvos proteicos de atua¢ao da substancia teste (Tabela 1) (DAS,
2015).

Entre as doses testadas do acido 3-cumarino carboxilico, as doses de 50
mg/kg e 75 mg/kg se destacaram pelos efeitos apresentados na maioria dos modelos
experimentais, e, por ndo haver diferenca significativa entre elas, a dose de 50 mg/kg
foi selecionada para a avaliagao do mecanismo de acao e do edema de pata induzido
por carragenina, uma vez se preza pela menor concentragdo capaz de promover o

efeito farmacoldégico.

Para a realizacdo do experimento, os camundongos foram divididos em
grupos (n=6) que foram tratados com veiculo, a dose de 50 mg/kg (i.p.) do acido 3-
cumarino carboxilico, morfina (10 mg/kg, i.p.), naloxona (5 mg/kg, s.c.) + veiculo,
naloxona (5 mg/kg, s.c.) + morfina (10 mg/kg, i.p.), naloxona (5 mg/kg, s.c.) + acido 3-
cumarino carboxilico (50 mg/kg, i.p.), glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) + veiculo ou
glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) + acido 3-cumarino carboxilico (50 mg/kg, i.p.). O pré-
tratamento com os antagonistas, naloxona (5 mg/kg, s.c.) ou glibenclamida (10 mg/kg,
i.p.), foi realizado 15 minutos antes da administracdo dos tratamentos. Apos 30
minutos dos tratamentos, foi injetada a solugcdo de formalina 2% na regiao perinasal,

provocando o comportamento de face rubbing, que foi registrado.

Tabela 1. Ferramentas farmacoldgicas utilizadas para o estudo das vias de sinalizagdo envolvidas na
possivel antinocicep¢cdo mediada pelo acido 3-cumarino carboxilico.

Via de sinalizacao Agonista Antagonista
Opioide Morfina (10 mg/kg, i.p.) Naloxona (5 mg/kg, s.c.)
K*atp Glibenclamida (10 mg/kg, i.p.)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.12 Avaliacado do acido 3-cumarino carboxilico no teste do edema de pata

induzido por carragenina

A administracédo de 20 pyL de carragenina (1%) na regidao subplantar
provoca uma inflamacédo aguda com consequente formacao de edema e hiperalgesia
(VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 1969).

Para a realizacdo desse experimento, os camundongos foram divididos
randomicamente em grupos (n=6) tratados com veiculo, acido 3-cumarino carboxilico
(50 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.). Antes do inicio do experimento, o
volume da pata traseira direita de cada animal foi quantificado com o auxilio de um

pletismémetro digital, sendo considerado a medida basal.

Trinta minutos apos os tratamentos, os animais receberam 20 pL de uma
solugao de carragenina (1%) na regido subplantar da pata posterior direita. O volume
da pata (mm?3) foi mensurado com o auxilio de um pletismémetro digital nos tempos
de 1, 2, 3 e 4 horas apds a administragdo do estimulo nocivo. O parametro analisado

foi a variagao do volume da pata, cuja diminuicdo indica efeito anti-inflamatério.

5.13 Avaliagdo da interacdo entre COX-1 e -2 com o acido 3-cumarino

carboxilico no docking molecular

Foi realizado um consenso de docking a fim de realizar uma avaliacdo
precisa do acido 3-cumarino carboxilico. Os softwares utilizados compreenderam:
“GOLD - Protein Ligand Docking Software” — The Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDCQC) 2021.3.0 (https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-
discovery/components/gold/), PYRX — Virtual Screening Tool, Source Force, 2022,
Slash Dott Media (https://sourceforge.net/projects/pyrx/) e Molegro Virtual Docker

(MVD) versao 6.0.1. (http://molexus.io/molegro-virtual-docker/).

O procedimento para realizagdo de docking molecular compreendeu
inicialmente o preparo do A3CC no formato MDL Mol file (*.mol), tendo sido feito o
desenho no software Marvin Sketch 18.14 (1998-2020) Chemaxon LTD
(https://chemaxon.com/products/marvin) e em seguida as estruturas foram
convertidas em 3D pelo software Standardizer version 18.17 (1998-2020) Chemaxon

LTD (https://docs.chemaxon.com/display/docs/standardizer-user-s-guide.md). As
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proteinas foram obtidas na biblioteca Protein Data Bank (PDB) RCSB
(https://www.rcsb.org/), sendo respectivamente: 1CQE, 1DIY, 3PGH e 1CX2.

A plataforma GOLD apresenta quatro fungdes de Docking, sendo estas:
ChemScore (uma das fungdes mais utilizadas para Rescore), Gold Score (fungcdo mais
utilizada em sitios de caracteristicas polares) ChemPLP (algoritmo de calculo de maior
velocidade) e ASP (funcdo padrao para calculos de Rescore). Além das fungbes de
Docking, este software faz calculos de Rescore, visto que este proporciona um
resultado mais acurado. A funcdo de calculo analisada compreendeu o Gold Score,
tendo o algoritmo ASP como fung¢ado de rescore (GOLDBERG, David E; HOLLAND,
1988; JASIM et al., 2022; NURISSO et al., 2012).

A proteina foi importada no workspace e foi aberta a se¢cao de opgdes
globais, onde foi ajustado o estado de protonagao dos residuos de aminoacidos das
proteinas em estudo no pH de interesse. Em seguida foi realizada a remoc¢ao das
moléculas de agua e adi¢cdo de todos os Hidrogénios na estrutura do receptor para a
realizagdo do calculo. Os ligantes foram extraidos da estrutura do receptor para que
fosse possivel analisar o composto em estudo no exato posicionamento do ligante co-
cristalizado na respectiva enzima. A etapa seguinte consistiu na definicdo do binding
site, este apresentou 10 Aderaioeo ligante PDB foi selecionado para ocupar o sitio
ativo do receptor (apesar deste ter sido extraido, as coordenadas ficaram registradas
no receptor. Foi selecionada a opgao virtual screening e a eficiéncia de busca do
algoritmo genético foi estabelecida em 200%, deixando a simulagcdo de Docking
molecular muito flexivel. A ultima etapa foi a adigdo do A3CC, sendo em seguida
escolhida a quantidade de 10 rotagdes do algoritmo genético para cada ligante

analisado.

O segundo software utilizado correspondeu ao PYRX — Virtual Screening
Tool, Source Force, 2022, Slash Dott Media (https://sourceforge.net/projects/pyrx/).
Esta plataforma apresenta dois programas principais, correspondendo a: Auto Dock
(version 4.2.6), o qual utiliza campos de forca como o AMBER em conjunto com
fungcdes de score de energia livre, além de mapas de afinidade e mapas eletrostaticos
pré-calculados para atomos especificos (MORRIS et al., 1998; SOLIS-VASQUEZ et
al., 2020). O outro programa refere-se ao Auto Dock Vina (version 1.2), o qual
corresponde a uma versao mais recente, como também mais aperfeicoada da

plataforma de calculo. O software utiliza por padr&o algoritmo de encaixe semi-flexivel.



74

O local de ancoragem do receptor € definido dentro do sitio de ligagao do ligante co-
cristalizado, sendo identificado através das coordenadas do ligante apds importar e
marcar a macromolécula (TROTT; OLSON, 2009; XUE et al., 2022). O programa foi
usado com parametro de encaixe padrdao. Além disso, a distancia de ligacéo de
hidrogénio (O-H) foi definida em < 2,50 A entre os atomos doadores e receptores com
o minimo angulo doador-aceptor de hidrogénio de 120°. O tamanho do Grid foi

ajustado para 25 A em cada dimens3o.

O terceiro software utilizado foi o Molegro Virtual Docker (MVD) verséo
6.0.1. (http://molexus.io/molegro-virtual-docker/). O ligante complexado foi utilizado
para definir o sitio ativo. A estrutura da enzima e do A3CC foram preparadas usando
os parametros padrdo do software. O algoritmo Moldock SE foi calculado utilizando
ao todo 10 execugdes; no maximo 1.500 interagdes; tamanho populacional de 50;
2.000 etapas de minimizagcdo para cada residuo flexivel e 2.000 etapas de
minimizacdo global por corrida. Para a analise da energia do ligante, foram avaliadas
as interacoes eletrostaticas internas, ligacdes de hidrogénio internas e tor¢des sp2-
sp2. O procedimento de acoplamento foi realizado usando um GRID com raio de 15
A’ e resolugao de 0,30 A°, para cobrir o local de ligagdo na molécula no sitio de
interacdo. De forma semelhante, o ultimo algoritmo, Plants Score também foi
calculado utilizando o MVD. Apds a analise do docking foi conduzido o redocking com

o ligante cristalizado para validacdo dos dados.

Os graficos em duas dimensdes (2D) e trés dimensdes (3D) foram criados
a partir da exportacédo da analise conduzida no MVD para um arquivo no formato pdb.
Em seguida, foi realizada a importagao dos resultados no software Discovery Studio
Visualizer, Biovia, 2020, (https://discover.3ds.com/) e geradas as imagens de

interacao molecular.

A determinacdo da afinidade do A3CC pelos alvos investigados foi
estabelecida por calculos de probabilidade. A probabilidade foi calculada dividindo-se
o escore da molécula em estudo pelo menor escore de energia (p = Composto
Score/Menor Score), para cada algoritmo, e ao final foi calculada uma média geral
entre os algoritmos para gerar a média da enzima ((p) Total Enzima = ((p) Moldock
Score + (p) Plants Score + (p) Vina Score + (p) Gold Score)/ 4) (RODRIGUES et al.,
2020; S. MAIA et al., 2020).
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5.14 Analise estatistica

Os testes estatisticos utilizados para analise dos dados foram definidos
de acordo com a caracteristica do experimento. Os dados que obedeceram a
distribuicdo normal de frequéncia foram analisados através da Analise de Variancia
“one-way” (ANOVA), seguido do post hoc de Dunnett, Bonferroni ou Tukey. Dados
nao paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo post hoc
de Dunn. Os valores obtidos foram expressos em média + erro padrdo da média

(e.p.m.), sendo os resultados considerados significativos quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Espectro de atividades farmacolégicas do acido 3-cumarino

carboxilico

Através da analise de probabilidade de atividade farmacolégica utilizando
o software PASS, podemos observar provaveis atividades terapéuticas produzidas
pelo acido 3-cumarino carboxilico. Foram descritas apenas as atividades que
possuiram mais de 50% de chances de a molécula ser ativa, bem como as atividades
antinociceptiva, antioxidante, analgésica e anestésica. A analise indicou que o acido
3-cumarino carboxilico apresenta uma possibilidade de 72% de possuir atividade anti-

inflamatdria, além de 28% de chances de possuir atividade antinociceptiva (Tabela 2).
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Tabela 2. Espectro geral das probabilidades de atividades farmacolégicas do acido 3-cumarino

carboxilico.

Probabilidade de Probabilidade de Atividade

ser ativo (PA) ser inativo (PI)

0,835 0,012 Antieczematico

0.809 0.011 Antagonista do receptor de
anafilatoxina

0,717 0,014 Anti-inflamatério

0,691 0,006 Antimutagénico

0,64 0,003 Antiurémico

0,619 0,052 Antisseborreico

0,605 0,009 Inibidor da antranilato-coa ligase

0,577 0,009 Antisséptico

0,546 0,023 Antipruriginoso, alérgico

0,51 0,012 Antipirético

0,284 0,195 Antinociceptivo

0,256 0,034 Antioxidante

0,249 0,1 Estimulante analgésico

0,182 0,154 Anestésico geral

6.2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Perfil de biodisponibilidade oral e druglikeness do acido 3-cumarino

carboxilico

A absorcdo € um importante parametro a ser levado em consideragao

durante o planejamento de farmacos e medicamentos. Ela pode ocorrer por dois
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mecanismos principais, sendo que o primeiro mecanismo corresponde a absorcao
transcelular que representa a difusdo passiva através das membranas celulares, o
segundo mecanismo é denominado de paracelular que representa a passagem pelas
células intestinais, além de poder ocorrer por transporte ativo, o qual requer energia e
€ mediado por carreadores. A absorcdao € influenciada pelas propriedades
moleculares de solubilidade e lipofilia (EGAN; LAURI, 2002; LI, 2001; NAVIA;
CHATURVEDI, 1996) .

A predicao tedrica das propriedades moleculares do acido 3-cumarino
carboxilico, calculadas no software Molinspiration, sdo representadas na Tabela 3. A
regra de Lipinski, também conhecida por “regra dos cinco”, foi um dos primeiros
parametros a correlacionar, propriedades fisico-quimicas com parametros de
Absorgdo, Distribuigdo, Metabolismo e Excrecdo (ADME) (LIPINSKI, Celio F. et al.,
2019; LIPINSKI, Christopher A. et al., 2012). A substéncia apresenta boa
biodisponibilidade tedrica por via oral, uma vez que atende aos requisitos
preconizados pela regra dos cinco de Lipinski, no qual afirma que ao atender ao
menos 4 parametros (LogPow, MM, nALH e nDLH) provavelmente tera uma boa
biodisponibilidade quando administrado por via oral. O acido 3-cumarino carboxilico
apresentou nALH menor que 10, nDLH menor que 5, MM menor que 500 g/mol e
LogPow menor que 5. Por ndo ter violado nenhum parametro, o acido 3-cumarino

carboxilico possui um bom perfil de biodisponibilidade oral.

Tabela 3. Propriedades moleculares do acido 3-cumarino carboxilico, calculadas no software
Molinspiration.

‘LogPow MM (g/mol) nALH nDLH Violagbes TPSA

0.661 190.154 4 1 0 63.6

Legenda: LogPow — coeficiente de particdo octanol/agua; MM - massa molecular; nALH — numero de
grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio; nDLH — numero de grupos doadores de ligacdo de
hidrogénio; Violagdes — numero de violagdes; TPSA — area superficial polar topoldgica. Fonte:
Elaborado pelo autor.

O perfil de druglikeness do acido 3-cumarino carboxilico também foi

avaliado utilizando o software Molinspiration. Valores proximos a zero indicam maior
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a probabilidade de que a molécula seja ativa diante do alvo. De forma geral, o acido
3-cumarino carboxilico demonstrou possuir moderada atividade ao interagir com
receptores nucleares e enzimas, frente aos demais alvos presume ser inativo, como

mostrado na Tabela 3.

Tabela 4. Predicao de bioatividades, calculadas no software Molinspiration, para o acido 3-cumarino
carboxilico.

Ligante Modulador Inibidor Ligante de Inibidor de Inibidor

GPCR de canal de receptor protease enzimatico
iénico quinase nuclear
-1.03 -0.84 -1.21 -0.42 -0.76 -0.18

Legenda: Ligante GPCR - Ligante de receptores acoplados as proteinas G. Fonte: Elaborado pelo

autor.

6.3 Avaliacdo da permeabilidade do acido 3-cumarino carboxilico na

barreira hematoencefalica

Para serem eficazes como agentes terapéuticos, os farmacos de agao
central devem atravessar a BHE, e a entrada no cérebro € um fenbmeno complexo
que depende de uma multiplicidade de fatores. No entanto, o pressuposto basico
utilizado neste modelo é a permeacéo passiva (CRIVORI et al., 2000; CRUCIANI,
Gabiriele et al., 2003; CRUCIANI, Gabriele; PASTOR; GUBA, 2000).

O modelo VolSurf+ para permeagdo BHE €& um modelo quantitativo
contendo cerca de 500 compostos relacionados, mas quimicamente diversos,
extraidos da literatura e dados internos, relatando que sao penetrantes no cérebro
quando logBB > 0,5, moderadamente permeaveis quando logBB entre 0 e 0,5, pouca
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica quando logBB maior superior
a -0,3 ou demonstram muito pouca permeacdo quando logBB inferior a -0,3
(CRUCIANI, G. et al., 2000).

Para o acido 3-cumarino carboxilico, os resultados de logBB
corresponderam a -0.0586116 indicando que o composto possivelmente apresenta

uma baixa capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica.
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6.4 Avaliacdo do fator de risco de toxicidade do acido 3-cumarino

carboxilico

A toxicidade corresponde a capacidade inerente apresentada por uma
substancia em produzir efeitos nocivos quer seja em um organismo vivo, ou em um
ecossistema. Ja o risco tdxico se caracteriza como a probabilidade que o efeito nocivo,
ou efeito toxico, ocorra em funcéo das condigdes de utilizagdo da substancia (OGA,;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

O acido 3-cumarino carboxilico foi avaliado quanto a toxicidade no
programa OSIRIS Data Warrior 5.0 (RORIJE et al., 2013). Os parametros avaliados
incluiram: mutagenicidade, ou seja, a capacidade que a substancia tem de provocar
mutag¢des no DNA do organismo no qual esse bioativo esta inserido (SUSHKO et al.,
2010); tumorigenicidade, que compreende a capacidade do bioativo em provocar o
surgimento de tumores (SATO et al., 2019); irritabilidade da pele, a qual corresponde
a sensibilidade que o composto pode provocar na pele e em tecidos de 6rgaos internos
como esbéfago, laringe, estbmago e intestino e toxicidade no sistema reprodutor, que
corresponde aos efeitos toxicos que uma substancia pode ter sobre a fungao sexual
e a fertilidade masculina ou feminina (CHANDRA et al., 2015; ROUSSEAU et al,,
2021).

O &cido 3-cumarino carboxilico ndo apresentou alto risco de toxicidade em
nenhum dos parametros analisados (Tabela 5). O unico pard@metro que indicou um
possivel risco esta relacionado efeitos reprodutivos, no entanto, identificado como
baixo. Os resultados sugerem que o acido 3-cumarino carboxilico apresenta efeitos

despreziveis ou nenhum efeito indesejado.

Tabela 5. Descrigdo dos riscos de toxicidade in silico do acido 3-cumarino carboxilico, avaliada pelo
software OSIRIS Data Warrior 5.0.

Mutagenicidade Tumorigenicidade Irritabilidade Toxicidade no sistema

reprodutor

Nao Nao Nao Baixa

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.5 Avaliacdo dos possiveis metabodlitos gerados a partir do acido 3-

cumarino carboxilico

Enzimas oxidativas exercem predominio durante a fase 1 de
metabolizagdo, entre as quais o CYP assume papel fundamental no metabolismo
hepatico de xenobidticos. As analises foram desenvolvidas no programa MetaSite v.
6.0 (https://www.moldiscovery.com/software/metasite/) (CRUCIANI, Gabriele et al.,
2005) com a finalidade de se realizar predi¢des in silico, como também, avaliar seu
potencial sitio do metabolismo hepatico, devido a biotransformacgdes reguladas por

citocromos P450.

A informacdo utilizada nas analises do MetaSite v. 6.0 para a predigao
metabdlica do acido 3-cumarino carboxilico com o citocromo P450 se apresentam a
seguir. Inicialmente foram observados os potenciais pontos instaveis, conhecidos
como “softspots”, do A3CC, resultantes da sua interacdo com o CYP. Estes softspots
sdo uteis em planejar modificacdes na estrutura quimica dos compostos, podendo

otimizar o perfil metabdlico.

Os dados obtidos indicam que existe maior capacidade do A3CC
reconhecer as isoenzimas 3A4, 2D6 e 2C9, que catalisam reac¢des de hidroxilagao
aromatica para formar quatro metabdlitos principais. A Figura 10 mostra o A3CC e a
regido de maior probabilidade de metabolizagcdo conforme as CYPs 3A4, 2D6 e 2C9.
As barras do histograma representam a probabilidade de os atomos serem
metabolizados, onde quanto maior for a barra, mais provavel sera o metabolismo do
atomo. A barra azul demonstrada no grafico de Score, sdo representadas nos
compostos, onde as regides circuladas em vermelho relatam posi¢des preditas do
metabolismo para os compostos, enquanto a regiao circulada em azul corresponde

ao atomo com maior probabilidade de metabolizacdo.
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Figura 11. Previsdo do local do metabolismo nas CYPs do figado, 3A4 (A), 2D6 (B) e 2C9 (C) para o
acido 3-cumarino carboxilico.
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As regides circuladas em vermelho remetem a posi¢cdes preditas do metabolismo para o composto,
enquanto a regido circulada em azul refere-se a regido de maior probabilidade de metabolizac&o, além
de estar em evidéncia no grafico de Score, evidenciada por uma barra também em azul. Fonte:

Elaborado pelo autor.

De acordo com esta representacao foi observado que as contribuicdes

estruturais destacam as por¢cdes moleculares mais provaveis de metabolizagcéo
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presentes no anel benzeno, sendo o C6 o atomo de maior probabilidade de

metabolizagdo nas trés CYPs em estudo, equivalendo a 100%.

Para o C6 do anel benzeno, o qual correspondeu ao grupamento com
maior probabilidade de metabolizacéo, foram observadas as regides de acoplamento
molecular do A3CC com as isoformas 3A4, 2D6 e 2C9 do citocromo P450, mostrando

as interacdes existentes no sitio do citocromo (Figura 11).

Figura 12. Representag¢ido do acoplamento molecular do A3CC com o grupamento HEME nas
isoformas do Citocromo P450, CYP3A4 (A) e CYP2D6 (B) e CYP2C9 (C).

A) B)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A figura 12 demonstra que a analise da pose reativa do A3CC na CYP3A4
realizado no MetaSite demonstrou o papel fundamental do grupamento carboxila na
exposicdo molecular. De fato, a interagdo com esse grupamento quimico foi
fundamental para o estabelecimento de ligagdes com o residuo de Phe213. Com
relagao ao acoplamento molecular da CYP2D6 com o A3CC, foi observado a interagao

do residuo Phe87 com o anel a-pirano.

Por meio da analise do acoplamento molecular com a CYP3A4 e com a
CYP2De6, foi perceptivel a existéncia de dois grupos principais na exposi¢ao molecular
e probabilidade de metabolizagao, sendo estes referentes ao substituinte carboxila do
grupamento acido carboxilico na CYP3A4 e os atomos de carbono do anel a-pirano
com a CYP2D6. Isso foi visualizado com a CYP2C9, onde os dois grupamentos foram
identificados, tendo o grupamento carboxila estabelecido duas interagbes com o
residuo de Arg108, por meio dos atomos de oxigénio dos grupos carbonila e hidroxila.

Ja os carbonos do anel a-pirano estabeleceram interagdes com o residuo de Phe144.

Por fim, foi possivel observar os metabdlitos oriundos da
biotransformacao com os citocromos presentes no figado, possibilitando identificar as
reacdes responsaveis pelo seu metabolismo. Detalhes dos tipos de reagdes no
processo de biotransformacao no figado e os metabdlitos produzidos podem ser vistos

nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Predicdo das isoenzimas responsaveis pelo metabolismo do acido 3-cumarino carboxilico e
principais sitios de metabolizaco.

CYP Reacao Sitio de Abundancia da
metabolizacao reacao
Carbono 6 100%
3A4, 2D6 e Hidroxilago Carbono 7 50%
2C9 aromatica Carbono 8 33.3%
Carbono 5 25%

Legenda: CYP — Citocromo P450. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7. Principais metabdlitos gerados a partir do acido 3-cumarino carboxilico.

Nome Metabolito
o)
HO
Acido 6-hidroxi-2-oxocromeno-3-carboxilico . OH
0 o)
o)
Acido 7-hidroxi-2-oxocromeno-3-carboxilico > OH
HO o) 0
o)
S OH
Acido 8-hidroxi-2-oxocromeno-3-carboxilico
O 0
OH
OH o)
Acido 5-hidroxi-2-oxocromeno-3-carboxilico @E\t\[u\cﬁ
o) 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os quatro metabdlitos das simulagbes de metabolismo por CYP3A4,

CYP2D6 e CYP2C9 foram avaliados em termos de riscos de toxicidade, pois para o
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desenvolvimento de um estudo racional de novos farmacos, os riscos dos metabdlitos
devem ser levados em consideracdao. Além disso, ressalta-se que os metabdlitos
também estardo biodisponiveis no organismo, sendo importante também o estudo
toxicologico. Altos riscos citotoxicos de metabdlitos de alta abundancia inviabilizam a

P&D de um farmaco bioativo.

Os resultados analisados a partir do OSIRIS Data Warrior demonstram que
a maioria dos metabdlitos previstos ndo apresentaram riscos de toxicidade, sendo alta
probabilidade a probabilidade de serem bioativos e ndo téxicos. O unico metabdlito
que exibiu risco de toxicidade foi o acido 8-hidroxi-2-oxocromeno-3-carboxilico, o qual
apresentou baixa probabilidade de provocar irritabilidade, além disso, o seu percentual
de abundancia equivale a apenas 33.3%, sendo dessa forma um percentual de baixa

expressividade e relevancia.

6.6 Efeito hemolitico do acido 3-cumarino carboxilico em eritrocitos

humanos

O presente estudo realizou o ensaio in vitro de citotoxicidade com eritrécitos
humanos. Esta analise permite avaliar os possiveis efeitos danosos da molécula a
membrana dessas células (FARAG; ALAGAWANY, 2018).

Para detectar a toxicidade inicial do acido 3-cumarino carboxilico foi
utilizada a metodologia de hemdlise de eritrocitos, onde a substancia testada foi capaz
de reduzir a lise sobre os eritrocitos humanos dos tipos sanguineos A, B e O em todas
as concentragdes testadas (50ug/mL, 100pg/mL, 500ug/mL e 1000pg/mL) quando
comparados ao grupo controle positivo (100% de hemdlise), conforme demonstrado

nos graficos 1, 2 e 3.
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Grafico 1. Avaliagao hemolitica em eritrocitos humanos do grupo sanguineo “A” induzida pelo acido
3-cumarino carboxilico.
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Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. Cada coluna representa a média

te.p.m. ***p <0,001 versus grupo controle positivo. (C-: controle negativo; C+: controle positivo). Fonte:

Elaborado pelo autor.

Grafico 2. Avaliagao hemolitica em eritrocitos humanos do grupo sanguineo “B” induzida pelo acido
3-cumarino carboxilico.
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Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. Cada coluna representa a média

+ e.p.m. *p < 0,05 e **p < 0,001 versus grupo controle positivo. (C-: controle negativo; C+: controle

positivo). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 3. Avaliacdo hemolitica em eritrécitos humanos do grupo sanguineo “O” induzida pelo acido
3-cumarino carboxilico.
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Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. Cada coluna representa a média
te.p.m. ***p < 0,001 versus grupo controle positivo. (C-: controle negativo; C+: controle positivo). Fonte:

Elaborado pelo autor.

6.7 Efeito anti-hemolitico do acido 3-cumarino carboxilico em eritrocitos

humanos

Em um segundo momento, foi realizado o teste anti-hemolitico para
verificar o efeito do acido 3-cumarino carboxilico sobre a fragilidade osmaética dos
eritrocitos. Podemos observar que a substancia testada, além de n&o hemolisar,
também foi capaz de proteger os eritrocitos humanos contra a hemalise, nos tipos
sanguineos A, B e O, nas concentragdes de 50ug/mL e 100ug/mL, quando
comparados ao grupo controle positivo (100% de hemdlise), conforme indicado nos

graficos 4, 5 e 6.
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Grafico 4. Avaliacdo anti-hemolitica em eritrécitos humanos do grupo sanguineo “A” induzida pelo
acido 3-cumarino carboxilico.
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Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguida do teste de Bonferroni. Cada coluna representa a média

+ e.p.m. *p < 0,05 e **p < 0,001 versus grupo controle positivo. (C-: controle negativo; C+: controle

positivo). Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 5. Avaliacdo anti-hemolitica em eritrécitos humanos do grupo sanguineo “B” induzida pelo
acido 3-cumarino carboxilico.
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Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguida do teste de Bonferroni. Cada coluna representa a média

+ e.p.m. ***p < 0,001 versus grupo controle positivo. (C-: controle negativo; C+: controle positivo).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 6. Avaliagdo anti-hemolitica em eritrécitos humanos do grupo sanguineo “O” induzida pelo
acido 3-cumarino carboxilico.
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Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguida do teste de Bonferroni. Cada coluna representa a média

+ e.p.m. **p < 0,01 e ***p < 0,001 versus grupo controle positivo. (C-: controle negativo; C+: controle

positivo). Fonte: Elaborado pelo autor.

6.8 Efeito do acido 3-cumarino carboxilico no teste de contorcdes

abdominais induzidas por acido acético

O acido 3-cumarino carboxilico nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg apresentou
reducao significativa no numero de contor¢cées induzidas pelo acido acético em
relagdo ao grupo controle (p < 0,0001), apresentando porcentagens de inibicao de

100,0% em todas as doses, incluindo o grupo tratado com morfina (Grafico 7).
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Grafico 7. Efeito do acido 3-cumarino carboxilico no nimero de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético.
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Os camundongos foram pré-tratados com veiculo, acido 3-cumarino carboxilico (25, 50 e 75 mg/kg,
i.p.) e morfina (MORF: 10 mg/kg, i.p.), 30 min antes da aplicagdo de acido acético (1%, i.p.). Cada
coluna representa a média = e.p.m. (n = 6). Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguida do teste de

Dunnett. ****p < 0,0001 versus grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.9 Efeito do acido 3-cumarino carboxilico no teste de glutamato orofacial

O pré-tratamento com acido 3-cumarino carboxilico nas doses de 50 e 75
mg/kg, i.p., diminuiu o tempo de face rubbing no teste do glutamato, com valores de
inibicao de 88,3% (15,1 £ 4,9) e 67,8% (31,1 £ 7,1), respectivamente, em relacdo ao
grupo controle (80,7 £ 14,6). A menor dose de acido 3-cumarino carboxilico (25 mg/kg,
i.p.) ndo foi eficaz no teste de glutamato (64,3 + 8,4). Como esperado, o pré-tratamento

com MK-801 reduziu o tempo de face rubbing (Grafico 8).
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Grafico 8. Efeito do acido 3-cumarino carboxilico no comportamento de face rubbing induzido pelo
glutamato.
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Os camundongos foram pré-tratados com veiculo e 3-cumarino carboxilico (25, 50 e 75 mg/kg, i.p.), ou
MK-801 (0.15 mg/kg, i.p.), 30 min antes da aplica¢do de glutamato (30 yM). Cada coluna representa a
média £ e.p.m. (n = 6). Analise estatistica: ANOVA “one-way” seguido do teste de Dunnett. **p < 0,01;

***p < 0,001 versus grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.10 Efeito do acido 3-cumarino carboxilico no teste de formalina orofacial

Neste teste, os camundongos que receberam acido 3-cumarino carboxilico
nas doses de 25, 50 ou 75 mg/kg, i.p., passaram significativamente menos tempo
realizando o comportamento de face rubbing na fase neurogénica do teste, com
valores de inibigdo de 58,3% (24,9 + 6,4), 61,0% (23,2 £ 9,5) e 69,7% (18,1 £ 54)
respectivamente, em comparagdo com os camundongos que receberam apenas
veiculo (59,3 £ 9,4) (Grafico 9). Além disso, também apresentaram um menor tempo
de resposta nociceptiva na fase inflamatdria, com valores de inibicdo de 58,5% (65,7
+17,6), 70,2% (47,2 + 33,8) e 70,2% (47,1 + 20,6) respectivamente, em comparagao
com os camundongos do grupo controle (158,3 + 25,2) (Grafico 10). O pré-tratamento

com morfina reduziu o tempo de face rubbing em ambas as fases.
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Grafico 9. Efeito do acido 3-cumarino carboxilico na primeira fase da formalina orofacial.
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Influéncia do veiculo (controle), acido 3-cumarino carboxilico (25, 50 e 75 mg/kg, i.p.) ou morfina (MOR

10 mg/kg, i.p.) no tempo de face rubbing, induzido por formalina na fase neurogénica do teste da

formalina orofacial. Cada coluna representa média £ e.p.m. (n = 6). Os dados foram analisados por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 em comparagao com 0 grupo

controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 10. Efeito do acido 3-cumarino carboxilico na segunda fase da formalina orofacial.
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Influéncia do veiculo (controle), acido 3-cumarino carboxilico (25, 50 e 75 mg/kg, i.p.) ou morfina (MOR
10 mg/kg, i.p.) no tempo de face rubbing, induzido por formalina na fase inflamatéria do teste da
formalina orofacial. Cada coluna representa média = e.p.m. (n = 6). Os dados foram analisados por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 em comparagao com 0 grupo
controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.11 Interacdo do acido 3-cumarino carboxilico com receptores da via

opioide no teste de formalina orofacial

Pode-se observar nos graficos 11 e 12, que o acido 3-cumarino carboxilico
na dose de 50 mg/kg, i.p., continuou a promover significativa reducédo no tempo de
face rubbing em ambas as fases da formalina (24,9 £ 6,4 e 58,6 £ 14 3), quando
comparado ao grupo controle (59,7 + 9,1 e 141,0 + 23,5). O grupo que recebeu a
naloxona e o acido 3-cumarino carboxilico teve significativa redugcdo no
comportamento nociceptivo (17,9 £ 2,7 e 74,5 + 13,1) quando comparado ao grupo
que foi tradado apenas com o antagonista (53,2 £ 5,8 e 124,7 + 17,0), indicando que
o acido 3-cumarino carboxilico ndo atua por interagdo com receptores opioides. O
efeito do grupo tratado apenas com o A3CC e do grupo que recebeu A3CC + naloxona
é igual, indicando que n&o houve a reversao do efeito. O grupo que recebeu morfina
(24,8 + 3,6 e 23,4 + 5,1) também teve o tempo de face rubbing reduzido quando

comparado ao controle. No grupo tratado com naloxona e morfina (44,6 + 6,5 e 130,6
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+ 16,5) ndo houve diferencga significativa no tempo de reagéo provocado pelo estimulo
doloroso quando comparado ao grupo que recebeu apenas a naloxona, indicando que
nesse caso houve reversao do efeito promovido pela interagcdo da morfina com os

receptores opioides.

Grafico 11. Investigacao da participacdo via opioide no efeito do acido 3-cumarino carboxilico na
primeira fase da formalina orofacial.
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Efeito do pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, s.c.) na antinocicepgdo causada pelo acido 3-
cumarino carboxilico (A3CC: 50 mg/kg, i.p.), na primeira fase do teste da formalina. Cada coluna
representa média £ e.p.m. (n=6) (ANOVA “one-way” seguido pelo teste de Tukey). **p<0,01 e
***p<0,001 versus grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 12. Investigacao da participacdo via opioide no efeito do acido 3-cumarino carboxilico na
segunda fase da formalina orofacial.
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Efeito do pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, s.c.) na antinocicepgdo causada pelo acido 3-
cumarino carboxilico (A3CC: 50 mg/kg, i.p.), na segunda fase do teste da formalina. Cada coluna
representa média = e.p.m. (n=6) (ANOVA “one-way” seguido pelo teste de Tukey). *p<0,05, **p<0,01 e

****n<0,0001 versus grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.12 Interacdo do acido 3-cumarino carboxilico com canais K*atp no teste

da formalina orofacial

Como apresentado nos Graficos 13 e 14, os camundongos tratados com
acido 3-cumarino carboxilico (50 mg/kg, i.p.) apresentaram uma diminuicdo na
resposta a dor de 65,9% (20,2 £ 4,9) na primeira e 61,0% (66,2 + 15,0) na segunda
fase, quando comparados ao grupo controle (59,3 £ 9,1 e 169,9 + 25,7). No grupo de
animais que recebeu apenas a glibenclamida (10 mg/kg, i.p.), ndo foi observada
qualquer alteragao no tempo de face rubbing na primeira fase (51,2 + 6,2), em relagéo
ao grupo controle. O pré-tratamento com glibenclamida nos animais que
posteriormente receberam o acido 3-cumarino carboxilico demonstrou inibicdo de
65,0% (17,9 £ 2,6) e 77,8% (18,1 + 5,3) do comportamento nociceptivo. O efeito do
grupo tratado apenas com o A3CC e do grupo que recebeu A3CC + glibenclamida &

igual, indicando que nao houve a reversao do efeito.
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Grafico 13. Investigacdo da participagdo dos canais K*atp no efeito do acido 3-cumarino carboxilico
na primeira fase da formalina orofacial.
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Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) na antinocicepgéo causada pelo acido 3-
cumarino carboxilico (A3CC, 50 mg/kg, i.p.), na primeira fase do teste da formalina. Cada coluna
representa média £ e.p.m (n=6) (ANOVA “one-way” seguido pelo teste de Tukey). **p<0,01, ***p<0,001
versus grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 14. Investigacdo da participagdo dos canais K*atp no efeito do acido 3-cumarino carboxilico
na segunda fase da formalina orofacial.
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Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) na antinocicepgéo causada pelo acido 3-
cumarino carboxilico (A3CC, 50 mg/kg, i.p.), na segunda fase do teste da formalina. Cada coluna
representa média £ e.p.m (n=6) (ANOVA “one-way” seguido pelo teste de Tukey). **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001 versus grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.13 Efeito do acido 3-cumarino carboxilico no edema de pata induzido por

carragenina

A administragdo de acido 3-cumarino carboxilico na dose de 50 mg/kg, i.p.,
reduziu significativamente o edema gerado na pata direita 2 horas (0.06 + 0.01), 3
horas (0.06 + 0,02) e 4 horas (0.07 £ 0.02) apds a injecdo intraplantar de carragenina,
quando comparado ao grupo controle (0.14 + 0.01, 0.15 £ 0.02 e 0.15 £ 0.01). Na
primeira hora (0.04 + 0.02), porém, nao houve diferenca significativa na variagao do
volume em relagdo ao controle (0.10 £ 0.02). O pré-tratamento com dexametasona
inibiu a formacao de edema de pata nas quatro horas observadas (0.04 + 0.01, 0.06
+0.02,0.06 + 0.02 € 0.06 + 0.01), conforme esperado (Grafico 15).
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Grafico 15. Efeito do acido 3-cumarino carboxilico no edema de pata induzido por carragenina.
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Efeito do acido 3-cumarino carboxilico (50 mg/kg, i.p.) e dexametasona (DEXA, 2 mg/kg, s.c.) no edema
de pata induzido por carragenina. Cada linha representa a média £ e.p.m. (n = 6). Os dados foram
analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. *p < 0,05, **p < 0,01 em relagdo ao grupo
controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.14 Avaliacdo da ancoragem molecular do acido 3-cumarino carboxilico

com possiveis alvos farmacolégicos

As estruturas cristalografadas 3D da COX-1 em complexo com
flubirprofeno (PDB ID 1CQE), COX-1 em complexo com o acido araquidénico (PDB
ID 1DlY), COX-2 em complexo com flubirprofeno (PDB ID 3PGH) e COX-2 em
complexo com um inibidor seletivo (PDB ID 1CX2) foram adquiridas através do banco
de dados do Protein Data Bank (PDB). A estrutura 2D do acido 3-cumarino carboxilico
foi adquirida a partir do banco de dados do PubChem e criada em 2D no software
Marvin. No software Standardizer a estrutura 2D do acido 3-cumarino carboxilico foi
canonizada, foram adicionados hidrogénios, foi realizada a conversao da forma

aromatica, e o grafico molecular em 3D foi limpo.

Para identificar a melhor energia de interagao ligante-enzima e os residuos
potencialmente envolvidos, os alvos foram acoplados ao acido 3-cumarino carboxilico.

Como mostrado nas tabelas 8, 9, 10 e 11 foram utilizados quatro algoritmos com
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diferentes fungdes de pontucdo, Moldock Score, Plants Score, GOLD Score e
Autodock Score. A partir do consenso entre todas a pontuagdes obtidas da interagéo
entre a estrutura cristalografica e acido 3-cumarino carboxilico, percebe-se que a
1CX2 (COX-2) obteve a menor probabilidade de interagcdo com o A3CC, com 59%,
quando comparado a interagdo com o ligante COX-2 seletivo SC-558. Em
contrapartida, a probabilidade de interacdo com a 3PGH (COX-2) alcangou 81%,
quando comparado a interagdo com o flubirprofeno, um AINE nao seletivo (Tabela
10). Todas as ancoragens apresentaram valores de RMSD abaixo de 2, indicando que

o docking molecular foi valido.

Tabela 8. Predicdo da probabilidade de interagdo entre A3CC e COX-1, -2 utilizando a funcdo de
pontuac¢do Moldock Score.

Isoforma PDB Ligante Moldock Score P

COX-1 1CQE Flubirprofeno -104,29 74%
A3CC -77,07

1DIY AA -132,49 46%
A3CC -61,08

COX-2 3PGH Flubirprofeno -98,93 79%
A3CC -77,89

1CX2 SC-558 -146,30 48%
A3CC -70,55

Legenda: P — Probabilidade de interacdo. Os valores representam a comparag¢ao com a interagido do

ligante cristalografico. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 9. Predicdo da probabilidade de interagdo entre A3CC e COX-1, -2 utilizando a funcao de
pontuacao Plants Score.

Isoforma PDB Ligante Plants Score P

COX-1 1CQE Flubirprofeno -310,79 76%
A3CC -240,92

1DIY AA -551,22 55%
A3CC -303,06

COX-2 3PGH Flubirprofeno -573,21 75%
A3CC -429,79

1CX2 SC-558 -570,94 60%
A3CC -342,61

Legenda: P — Probabilidade de interagdo. Os valores representam a comparagédo com a interagao do

ligante cristalografico. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 10. Predicdo da probabilidade de interacdo entre A3CC e COX-1, -2 utilizando a fun¢do de
pontua¢cdo GOLD Score.

Isoforma PDB Ligante GOLD Score P

COX-1 1CQE Flubirprofeno 36,3785 66%
A3CC 23,9541

1DIY AA 39,5363 56%
A3CC 22,0424

COX-2 3PGH Flubirprofeno 39,9153 81%
A3CC 32,2006

1CX2 SC-558 53,7745 55%
A3CC 29,6907

Legenda: P total — Probabilidade total de interacdo. Os valores representam a média dos valores
obtidos individualmente por cada algoritmo. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 11. Predi¢cdo da probabilidade de interacdo entre A3CC e COX-1, -2 utilizando a fun¢do de
pontuacdo Autodock Score.

Isoforma PDB Ligante Autodock Score P
COX-1 1CQE Flubirprofeno -8,9 88%
A3CC -7,9
1DIY AA -7,5 100%
A3CC -7,5
COX-2 3PGH Flubirprofeno -9,0 89%
A3CC -8,0
1CX2 SC-558 -11,3 72%
A3CC -8,1

Legenda: P — Probabilidade de interagdo. Os valores representam a comparagédo com a interagao do
ligante cristalografico. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 12. Predi¢cao da probabilidade de interacdo entre A3CC e COX-1, -2 utilizando o consenso
entre todas as fung¢des de pontuag¢io: Moldock Score, Plants Score, GOLD Score e Autodock Score.

Isoforma PDB P total RMSD

COX-1 1CQE 77% 0,2949
1DIY 64% 0,591

COX-2 3PGH 81% 0,1606

1CX2 59% 0,9253

Legenda: P total — Probabilidade total de interagdo. Os valores representam a média dos valores
obtidos individualmente por cada algoritmo. Fonte: Elaborado pelo autor.

O docking molecular do acido 3-cumarino carboxilico com COX-1 (1CQE)
exibiu ligagdes de hidrogénio com os residuos de Arg120 e Tyr355, com distancias de
2,85 A e 1,82 A respectivamente. O perfil de interagdes se assemelha ao apresentado
pelo flubirprofeno, que também exibiu ligacbes de hidrogénio com os residuos de
Arg120 (2,32 A) e Tyr355 (2,04 A). Como demonstrado na figura 12, também foram
exibidas interagdes hidrofébicas em Leu352, Gly526, Val349 e Ala527.
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Figura 13. Mapa 2D e 3D de interagdes entre 0 A3CC e COX-1 (1CQE). As intera¢des em verde
representam ligagdes de hidrogénio, enquanto em roxo representam interagdes hidrofébicas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A ancoragem do acido 3-cumarino carboxilico com COX-1 (1DIY) exibiu
ligagdes de hidrogénio com os residuos de Arg120, Tyr355 e Ser353, com distancias
de 1,65 A, 2,07 A e 2,11 A respectivamente. O perfil de interacdes se assemelha ao
apresentado pelo acido araquidénico, que também exibiu ligagcdes de hidrogénio com
os residuos de Arg120 (1,62 A) e Tyr355 (2,02 A). Como demonstrado na figura 13,

também foram exibidas interagdes hidrofébicas em Val349, Ala527, 11e523 e Leu352.
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Figura 14. Mapa 2D e 3D de interagbes entre 0 A3CC e COX-1 (1DIY). As interagbes em verde
representam ligagdes de hidrogénio, enquanto em roxo representam interagdes hidrofébicas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A avaliagdo do acido 3-cumarino carboxilico com COX-2 (3PGH) exibiu
ligagdes de hidrogénio com os residuos de Ser530 e Tyr385, com distancias de 2,40
A e 2,50 A respectivamente. De forma interessante, ambos oxigénios do anel a-pirona
s&o capazes de formar ligagdes de hidrogénio com Ser530, e com mais de um atomo
deste residuo. O perfil difere um pouco das interacbes apresentadas pelo
flubirprofeno, que exibiu ligacdes de hidrogénio com os residuos de Arg120 (2,04 A)
e Tyr355 (2,77 A), e interacéo hidrofébica com Tyr385. Como demonstrado na figura
14, também foram exibidas interagdes hidrofébicas em Val349, Ala527, Gly526 e
Leu352.
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Figura 15. Mapa 2D e 3D de interagdes entre 0 A3CC e COX-2 (3PGH). As interagdes em verde
representam ligagdes de hidrogénio, enquanto em roxo representam interagdes hidrofébicas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Por fim, a analise do acido 3-cumarino carboxilico com COX-2 (1CX2)
exibiu ligacbes de hidrogénio com os residuos de Arg513, His90 e Tyr355, com
distancias de 2,50 A, 2,44 A e 2,09 A respectivamente. O perfil de interacdes se
assemelha ao apresentado pelo inibidor COX-2 seletivo SC-558, que também exibiu
ligacdes de hidrogénio com os residuos de Arg513 (2,46 A), His90 (2,48 A) e Tyr355
(2,93 A), além disso interagiu com Ser353, GIn192 e Arg120. Como demonstrado na
figura 15, também foram exibidas interacbes hidrofébicas em Val349, Ala527 e
Val523.
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Figura 16. Mapa 2D e 3D de interagdes entre 0 A3CC e COX-2 (1CX2). As interagbes em verde
representam ligagdes de hidrogénio, enquanto em roxo representam interacdes hidrofobicas.
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7. DISCUSSAO

InUmeros estudos foram conduzidos com a familia das cumarinas,
demonstrando que estes compostos apresentam baixa toxicidade e uma boa margem
de seguranca nas doses experimentais testadas. Com nisso, fica evidenciada a
capacidade dessa classe em exibir diferentes atividades farmacologicas, como
antibacteriana (FENG, Dongxu et al., 2020), anti-inflamatéria (WANG et al., 2020),
anticoagulante (KASPERKIEWICZ et al., 2020), anticancerigeno (MATIADIS;
SAGNOU, 2020), imunomodulador (MINHAS; BANSAL; BANSAL, 2020) e
antioxidante (HASSANEIN et al., 2020). As doses do acido 3-cumarino carboxilico de
25, 50 e 75 mg/kg foram baseadas em estudos anteriores de toxicidade aguda, onde
uma dose letal mediana (DLso) de 200 mg/kg foi estabelecida (DIEKE; ALLEN,;
RICHTER, 1947).

Os dados do perfil de toxicidade obtidos pelo soffware OSIRIS DataWarrior
mostram que o A3CC ndo possui efeitos mutagénicos, tumorigénicos ou irritantes, e
indicam apenas uma baixa possibilidade de exibir efeitos reprodutivos, como
disfuncdo de gbnadas e horménios. Em termos de mutagenicidade, a predi¢céo
identificada in silico foi confirmada in vitro, através do teste de Ames. Foi evidenciado
que o A3CC e seus metabdlitos de fase | ndo sdo mutagénicos, indicando que seu
emprego terapéutico € possivel (THATI et al., 2007). Além disso, diversas cumarinas
e derivados nao sdo mutagénicos em testes de micronucleo (FINN et al., 2002), nao
exibem propriedades teratogénicas (RIVEIRO et al., 2010) e ndo sdo agentes
genotoxicos (LAKE, 1999).

A predicdo do potencial farmacolégico do A3CC indicou que este composto
possui maior probabilidade (72%) de produzir efeitos anti-inflamatérios em organismos
vivos, corroborando com efeitos previamente descritos para moléculas
estruturalmente semelhantes, como a 4-hidroxicumarina, 7-hidroxicumarina e 7-
metoxicumarina, onde foi identificada a capacidade desses compostos inibirem os
efeitos mediados pelo factor nuclear kappa B (NF-kB), PGE2, COX-2, 5-LOX, IL-18,
TNF-a, IL-6, MAPK, leucécitos e moléculas de adesdo, bem como aumentando a
ativacdo de fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) (BURAN et al., 2021,
GAGLIOTTI VIGIL DE MELLO; FRODE, 2018; GAO et al., 2020; LIU, Yan-Ping et al.,
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2020; SONG et al.,, 2017). Esses resultados sugerem que existe uma enorme

diversidade na maneira de agir inibindo o processo inflamataério.

De maneira geral, é estabelecido que a familia das cumarinas segue a
regra dos cinco de Lipinski e apresenta boa permeabilidade da membrana celular,
caracteristicas comuns encontradas na maioria dos medicamentos disponiveis
atualmente (GALKIN; FALLARERO; VUORELA, 2009). Os resultados obtidos através
do software Molinspiration demonstram que o A3CC nao viola nenhum parametro da
regra dos 5 de Lipinski, favorecendo sua absor¢ao pela via oral. Além disso, o perfil
de druglikeness sugere que esse composto possui maior possibilidade de agir como

um inibidor enzimatico e inibidor de receptor nuclear, respectivamente.

Assim como outros derivados cumarinicos possuem a capacidade de inibir
enzimas, a exemplo da COX-2, a literatura relata o potencial do ASCC em modular a
atividade da enzima MAOQ, apresentando um log negativo de ICso (pICso) de 7,8 e uma
seletividade de 2,9 para a MAO-B, enquanto demonstra uma plCso de apenas 4,8 para
MAO-A. Esses achados indicam que o A3CC é mais ativo atuando como inibidor da

MAO-B, e se mostra altamente seletivo para essa isoenzima (CHIMENTI et al., 2004).

Hong et al. (2021) investigaram 22 derivados do A3CC, com substituintes
nas posi¢gdes C-3 e C-7 do nucleo cumarinico. Alguns compostos apresentaram boa
atividade antiproliferativa contra as linhagens celulares HeLa e HCT116. Também foi
descrito que derivados hidroxilados do A3CC sao capazes de inibir a sintese de DNA
em linhagens celulares derivadas de carcinoma de maneira dependente da
concentracao (THATI et al., 2007).

Além disso, as cumarinas de uma forma geral apresentam efeitos
farmacologicos relacionados a sua interagdo com enzimas diretamente envolvidas na
fisiopatologia de diversas doencgas, com destaque para seu papel inibitério de MAO-B
(MATQOS, Maria J. et al., 2020) e AchE (SINGH, Atamijit et al., 2020) nas doencas
neurodegenerativas. Em complemento, pode-se citar diversas outras enzimas nas
quais as cumarinas podem atuar, como a-glicosidase (TAFESSE et al., 2020),
anidrase carbbénica (SWAIN et al., 2020), tirosinase (ASHOORIHA et al., 2020),
sulfatase (HNG et al., 2020), xantina oxidase (ERA et al., 2020), butirilcolinesterase
(BChE) e B-secretase (BACE) 1 (CARNEIRO et al., 2021). Esses achados corroboram

com o perfil afinidade por alvos enzimaticos e nucleares, e somados aos dados de
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potencial farmacoldgico, sugerem que o A3CC pode promover efeitos interagindo com

proteinas especificas envolvidas no processo inflamatorio.

A toxicidade das cumarinas depende de dois fatores principais: espécie e
metabolismo. A via metabdlica da 7-hidroxilacdo, que é a principal via de
desintoxicagcdo de cumarinas em seres humanos, € € apenas uma via secundaria
roedores. Em contraste, a principal via de metabolismo das cumarinas em ratos e
camundongos € através da 3,4-epoxidacgao, resultando na formacédo de metabdlitos
toxicos (LAKE, 1999). Embora exista a possibilidade das cumarinas serem
hidroxiladas em todas as seis posi¢des disponiveis (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7 e C-8), a
7-hidroxicumarina e 3-hidroxicumarina sao os principais metabdlitos (BAROT et al.,
2015). Pela posigcao C-3 da estrutura do A3CC ja estar ocupada com o grupo acido, a
3-hidroxilagdo e consequente formagcao de metabdlitos toxicos torna-se inviavel. A
predicdo dos metabdlicos do A3CC mostrou que ocorrem principalmente as reagdes
de 6-hidroxilacdo, 7-hidroxilacao, 8-hidroxilacdo e 5-hidroxilagao, respectivamente. A

metabolizagao ocorre mediante acédo das isoenzimas CYP3A4, CYP2C9 e CYP2D6.

Juntas, as CYPs 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 e 3A4 correspondem a cerca
de 90% do metabolismo oxidativo de xenobidticos. Essas isoenzimas sdo essenciais
ao metabolismo de farmacos e catalisam reag¢des oxidativas, caracteristicas do
metabolismo de fase 1. A hidroxilagdo aromatica € uma das transformacdes
metabdlicas mais comuns dessa fase, visto que é necessario a presenca de pelo
menos um anel aromatico na estrutura da molécula. A regiosseletividade do processo
de hidroxilacdo depende da natureza do substituinte ligado ao anel aromatico e da
interagdo substrato-enzima (BARREIRO; FRAGA, 2015).

A presenca de grupos hidroxila na estrutura do anel do A3CC parece ser
importante para alguns efeitos farmacolégicos. Em avaliagcbes da atividade
antioxidante in vitro, a literatura descreve que insergdes do grupo hidroxila promove
em média um aumento de 37,8 % na capacidade de sequestro de radicais DPPH
(MARTINEZ-MARTINEZ et al, 2012). Isso é confirmado por outros estudos
antioxidantes in vitro de derivados do A3CC. Os compostos 6-hidroxilados
demostraram melhores atividades de sequestro de radicais quando comparados a
compostos nao substituidos ou compostos contendo grupos retiradores de elétrons
(nitro) e grupos doadores fracos (metoxila) na posicao 6. A avaliacao da relacdo

estrutura-atividade quantitativa (QSAR) identificou que a presenga de grupos hidroxila
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no anel aromatico do A3CC se correlaciona com maiores atividades de eliminacao de
radicais DPPH (GOUDGAON; SHESHIKANT; DEEPA, 2012).

Dessa forma, é possivel que os metabdlitos 6-hidroxilados, que por sua vez
sédo formados majoritariamente, contribuam para o efeito final do A3CC, tendo em
vista que o estresse oxidativo pode interferir em processos fisiologicos como
inflamacao e percepcdo da dor. A expressao génica pré-inflamatéria induzida por
espécies reativas de oxigénio (EROs) promove a ativagdo de leucécitos e sintese
exagerada de citocinas e mediadores inflamatérios, conduzindo o organismo a um
estado de inflamacgao cronica. As EROs podem ativar a expressao génica através da
via da MAPK ou diretamente por meio de fatores transcricionais, como NF-kB
(RANNEH et al., 2017). Além disso, os nervos dos mamiferos sdo extremamente
suscetiveis a radicais livres, devido ao seu alto teor em fosfolipidios e mitocéndrias
axonais, e de uma fraca defesa antioxidante neuronal. Em virtude dessas limitacdes,
as EROs podem atuar por diferentes vias para promover a sensibilizagdo
periférica/central, impactando a forma como sera conduzido o estimulo nocivo. Além
de promover reducao nas defesas antioxidantes, disfungao mitocondrial, peroxidacéo
lipidica e dano ao DNA, o estresse oxidativo no SNC também promove ativagao de
células da glia e leucécitos. O aumento de calcio intracelular € pega chave na etiologia
da dor neuropatica, e a ativacdo direta de canais da familia dos receptores de
potencial transitorio (TRP) por EROs permite o influxo deste ion, contribuindo para a
sensibilizagdo neuronal (CARRASCO et al., 2018).

O potencial antitumoral do A3CC, de seus derivados hidroxilados, e de seus
respectivos complexos com prata foram investigados por Bhumika et al. (2007). A
hidroxilagdo do A3CC e a subsequente complexagdo com prata levaram a produgao
de uma série de compostos com citotoxicidade dramaticamente aumentada,
sugerindo que a hidroxilagdo, particularmente na posi¢cao 6, juntamente com a
coordenacao de um ion de prata, desempenha um papel importante na mediacao nao
apenas da poténcia, mas também da cito seletividade. A presenca do grupo
carboxilato no nucleo cumarinico do A3CC assumiu papel de destaque para o efeito,
permitindo uma forte ligagao a prata (THATI et al., 2007). Esses estudos indicam que
os metabdlitos gerados a partir do A3CC podem ser ativos, contribuindo para o efeito
farmacologico da molécula. A predicéo de risco de toxicidade também evidenciou que

os metabdlitos hidroxilados, quase em sua totalidade, ndo possuem efeitos
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mutagénicos, tumorigénicos, irritantes ou reprodutivos, sugerindo que sao seguros do

ponto de vista toxicoldgico.

Os eritrécitos sdo células altamente vulneraveis a reagdes envolvendo
radicais livres, e portanto, susceptiveis a peroxidacéo lipidica e hemdlise (BRANDAO
et al., 2005; SCHIAR et al., 2007). Por serem o principal componente na circulagao
sanguinea, eles constituem um modelo celular fundamental para estudar potenciais
interacbes do sangue com agentes quimicos e farmacologicos. Alteracdes
morfologicas, ruptura da integridade da membrana eritrocitaria, e subsequente
hemolise podem ser usadas para determinar a citotoxicidade de varios compostos
(MUNOZ-CASTANEDA et al., 2006; PODSIEDLIK; MARKOWICZ-PIASECKA;
SIKORA, 2020).

A hemdlise, que é caracterizada por danos celulares e extravasamento de
hemoglobina devido a fatores mecanicos, alteragdes no equilibrio acido/base, presséo
osmoética ou xenobidticos, e € um fator limitante para o sucesso terapéutico ou
desenvolvimento de novas drogas (SOUSA et al., 2020) O efeito toxico produzido por
determinadas substancias pode estar diretamente relacionado a altas capacidades
hemoliticas, visto que as hemacias sido facilmente sensibilizadas por xenobibticos
(SOUSA et al, 2021). A liberagcdo de produtos eritrocitarios aumenta a
susceptibilidade das células neuronais a sofrerem impacto dos efeitos citotdxicos
gerados por espécies reativas de oxigénio, principalmente em virtude do ferro e
hemoglobina (PODSIEDLIK; MARKOWICZ-PIASECKA; SIKORA, 2020). A fragilidade
osmoética avalia a influéncia de substancias nas hemacias e indica a reducao do
processo de hemdlise, expressando a capacidade em manter a integridade estrutural

das membranas apds exposicdo ao estresse osmético (DE ARAUJO et al., 2018).

Geralmente a cumarina e seus analogos possuem atividade anti-hemolitica
muito boa. Para a maioria das biscumarinas praticamente inexiste hemodlise
(MUKHERJEE et al., 2018). Um grau mais alto de hemdlise leva a quebra macica dos
eritrocitos, e a compatibilidade do composto com o sangue diminui. Relatos da
literatura revelam que os valores de hemolise sao baixos quando inferiores a 40%,
entre 40 e 70% hemodlise moderada e acima de 70% hemodlise alta (RANGEL et al.,
1997).
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A literatura descreve que sintese de novos ésteres cumarinicos resultou
em compostos capazes de exibir alta capacidade de estabilizacdo da membrana
eritrocitaria e, consequentemente, proteger significativamente contra a lise induzida
por solu¢do hipotdnica. A protecdo maxima alcangou o valor de 94,36 % (AL-WABLLI;
FOUAD; EL-HAGGAR, 2018).

Zhang et al. (2014) avaliaram a toxicidade de cinco 4-arilcumarinas e doze
3,4-dihidro-4-arilcumarinas em células da série vermelha. Dos dezessete derivados
cumarinicos, nenhum apresentou elevada, ou até mesmo moderada citotoxicidade.
Na concentragdo de 100 pg/mL, a analise hemolitica mostrou que apenas dois
compostos apresentaram atividade hemolitica com pouco maior que 5%. Trés
compostos (200 mg/mL) apresentaram citotoxicidade muito fraca as hemacias e
induziram menos de 3,8% de hemdlise. E ainda, sete compostos ndo mostraram
citotoxicidade detectavel para eritrcitos (ZHANG, Keyun et al., 2014). De forma
semelhante, Mukherjee et al. (2018) realizaram um estudo visando desvendar eventos
celulares que ocorrem apos a exposi¢cao de um derivado bioativo da 4-hidroxicumarina
com células sanguineas humanas. Foi observado que o derivado exibiu hemdlise

insignificante quando em contato direto com eritrocitos.

O acido 3-cumarino carboxilico apresenta efeito hemolitico de baixo a
moderado, pouco acima do padrdo observado em outras classes de cumarinas. E
possivel que o esqueleto basico compartilhe propriedades que impeca interagcbes
deletérias com células sanguineas. O aumento gradativo da concentragdo demonstra
aumento do potencial hemolitico, sendo necessario prezar por doses mais baixas.
Apesar disso, fatores como via de administracdo e formulagcdo podem favorecer o uso
da molécula, reduzindo ainda mais o grau de hemolise. O mesmo perfil € observado
na avaliacdo da fragilidade osmotica, onde concentragdes mais baixas sdo capazes
de impedir o rompimento da membrana eritrocitaria, demonstrando o efeito benéfico
sobre esse componente celular. Uma vez que ndo ha limitagdes citotdxicas, a

molécula pode ser considerada biocompativel para estudos in vivo.

O presente trabalho investigou pela primeira vez o potencial antinociceptivo
e anti-inflamatorio do acido 3-cumarino carboxilico em modelos animais. O estudo da
atividade analgésica do acido 3-cumarino carboxilico comegou com o teste de
contor¢gdes, um modelo classico de dor visceral usado para triagem de novas

substancias analgésicas ou anti-inflamatérias (COLLIER et al., 1968). Nesse modelo
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a génese do estimulo nocivo é caracterizada pela liberacdo de mediadores
inflamatdrios (histamina, serotonina, citocinas e eicosanoides) e ativagao de neurdnios
nociceptivos (REJON-ORANTES et al., 2013).

Descobriu-se que o acido 3-cumarino carboxilico produz uma
antinocicepg¢éao substancial no teste de contor¢gdes. Os dados mostraram que o A3CC
reduz de forma absoluta o numero de contor¢des induzidas pelo acido acético nas trés
doses testadas. Por ser um teste inespecifico, foram necessarias outras abordagens
para investigar se o efeito estava sendo produzido perifericamente, em virtude de uma
possivel atenuagdo do processo inflamatoério, com efeitos periféricos, ou a nivel de
SNC.

Ja foi identificado que a fracdo acetato de etila do Eupatorium Triplinerve
apresenta potente acao antinociceptiva, agora mais recentemente foi demonstrado
que seu constituinte majoritario, a 7-metoxicumarina, € o principal responsavel por
esse efeito. Essa cumarina foi capaz de reduzir significativamente o numero de
contor¢cdes abdominais nas contor¢des induzidas pelo teste do acido acético, bem
como promover uma reducao dose-dependente no tempo de lambida da pata no teste
da formalina (CHERIYAN et al., 2017). Relatos anteriores mostram que a 7-
metoxicumarina demonstrou diminuir a producdo de tromboxano B2 (TXB2) em
plaquetas humanas inibindo ciclooxigenases (SILVAN et al., 1998) e inibindo a
liberacdo de imunoglobulina E (IgE) (WATANABE; SHINMOTO; TSUSHIDA, 2005),

corroborando o efeito observado.

Park et al. (2013) avaliaram o efeito da cumarina simples, cuja estrutura &
composta pelo esqueleto basico presente no acido 3-cumarino carboxilico. Eles
sugerem que a cumarina exerce uma propriedade antinociceptiva seletiva no modelo
de dor visceral induzida pelo acido acético, em linha com o que foi observado para o

acido 3-cumarino carboxilico.

O glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central de vertebrados, atua tanto em receptores ionotrépicos quanto metabotrdpicos
(PEREIRA, Vanessa; GOUDET, 2019). A ligacao do glutamato aos seus receptores
desencadeia respostas neuronais excitatorias associadas a ativacdo do neurénio
motor, respostas sensoriais agudas, incluindo o desenvolvimento de uma sensacao

aumentada de dor (hiperalgesia), alteragdes sinapticas envolvidas em certos tipos de
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formacao de memodria, e neurotoxicidade cerebral por isquemia cerebral, bem como
déficits funcionais por lesdo medular (CHUNG et al., 2015; HAMOR; SCHWENDT,
2021; HANADA, 2020). A administracdo do glutamato provoca uma ativacio direta
das fibras aferentes primarias, resultando na liberagdo de mediadores inflamatérios e
neuropeptidios, assim como ativagcdo dos receptores glutamatérgicos (BORDI;
UGOLINI, 1999). Estudos relatam que a resposta nociceptiva induzida pelo glutamato
esta relacionada a receptores N-metil D-Aspartato (NMDAR) e ndo-NMDA localizados
na regido espinhal, supraespinhal e periférica (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).
Esses receptores participam de diversas condigdes neuropatologicas e psiquiatricas,
levando a grandes expectativas para a descoberta de novos antagonistas (HANADA,
2020).

Irvine et al. (2012) avaliaram a capacidade de derivados do acido 3-
cumarino carboxilico em potencializar ou inibir receptores NMDA recombinantes e
nativos. O acido 3-cumarino carboxilico apresentou atividade antagonista muito fraca
nos receptores contendo GIuN2A e GIUN2C (15 — 20% de inibi¢ao) e foi efetivamente
inativo nos receptores contendo GIuN2B e GIuN2D (0 — 5% de inibig&do). A introdugao
de um substituinte bromo ou iodo na posicdo 6 aumentou a atividade inibitdria,
especialmente nos receptores contendo GIuN2A. O &cido 6-bromocumarina-3-
carboxilico inibiu aproximadamente 89, 63, 56 e 24% das respostas GIuN2A-D. O
derivado 6-iodo apresentou atividade antagonista semelhante, inibindo 93, 55 e 23%
das respostas dos receptores GIuN2A, GIuN2B e GIuN2D, respectivamente (COSTA
et al., 2010; IRVINE et al., 2012).

A introducdo de substituintes polares 7-hidroxi, 7-metoxi ou 7-dietilamino
ao anel cumarinico ndo melhorou a atividade antagonista de NMDAR além daquela
observada com o acido 3-cumarino carboxilico. A adicdo de um grupo bromo na
posicao 8 aumentou a poténcia do antagonista de NMDAR, mas reduziu a seletividade
para GIuN2A (IRVINE et al., 2012).

O glutamato também induz exocitose de aminoacidos excitatorios, éxido
nitrico, cininas e PGE2 (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002). Na inflamacao ou lesao
tecidual, ha elevacao da liberagao de glutamato pelas fibras aferentes primarias que
ativam receptores especificos no tecido periférico (MILLER et al., 2011). O acido 3-
cumarino carboxilico apresentou efeito antinociceptivo no teste do glutamato orofacial,

sugerindo uma possivel interacdo com o sistema glutamatérgico e/ou inibicdo do
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processo inflamagéo. De acordo com o que foi evidenciado por Irvine et al. (2012) é
possivel que parte da atividade antinociceptiva do acido 3-cumarino carboxilico esteja
relacionada a sua capacidade de antagonizar o receptor NMDA em GIuN2A e GIuN2C.
Mais estudos s&o necessarios para esclarecer a acdo do acido 3-cumarino carboxilico
sobre os receptores de glutamato, pois compostos com estruturas semelhantes

possuem diferentes interagdes dentro do sistema glutamatérgico.

Para confirmar o efeito antinociceptivo do acido 3-cumarino carboxilico, foi
realizado o teste da formalina orofacial. A formalina subcutanea ativa os nociceptores
Ad e C, bem como os neurbnios nociceptivos espinais e trigeminais, e provoca danos
teciduais dependente da concentragcdo (RABOISSON; DALLEL, 2004). Por estar
relacionado com dano tecidual, o teste de formalina mimetiza algumas caracteristicas
da dor aguda no ser humano (HUNSKAAR, S; FASMER; HOLE, 1985). Esse teste
permite examinar diferentes niveis de integracao do estimulo nocivo de longa duragao
nos sistemas nervosos periférico e central (HUNSKAAR, STEINAR; HOLE, 1987). A
resposta a formalina é bifasica, com uma primeira fase precoce e de curta duragao,
promovida pela estimulacdo direta dos nociceptores, refletindo a dor mediada
centralmente. Em seguida vém um periodo de pausa, e depois uma segunda fase
prolongada (ténica), causada pela inflamacao local com liberacdo de mediadores
inflamatérios e hiperalgésicos (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1995;
HUNSKAAR, S; FASMER; HOLE, 1985). Além disso, existe a possibilidade de alterar
a sensibilidade do teste alterando a concentragcdo de formalina, tornando possivel
detectar efeitos antinociceptivos fracos, e avaliar as respostas a diferentes
intensidades de estimulo (CODERRE, Terence J. et al., 2004; ROSLAND et al., 1990).

Injetada na regido perinasal, a formalina gera respostas comportamentais
caracteristicas que consistem em episodios recorrentes de friccdo da face
(LUCCARINI et al., 2006). O tempo que os animais exibem esse comportamento € um
indice confidvel para quantificar a nocicep¢ao na regido trigeminal (RABOISSON;
DALLEL, 2004). O teste de formalina orofacial representa um dos modelos animais de
nocicepg¢ao cutanea persistente na regido trigeminal. Ele avalia a magnitude das
sensacdes nociceptivas provocadas por um estimulo quimico de longa duracao,
enquanto a maioria dos testes comumente usados para o estudo da nocicepgao
orofacial envolve estimulos nocivos breves, como estimulagao elétrica da polpa do

dente, estimulacdo térmica nociva ou mecanica da pele facial. Embora esses ultimos
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procedimentos fornecam informacdes valiosas sobre alguns dos mecanismos de
nocicepgao, eles nédo se assemelham a dor clinica (CAHUSAC et al., 1990;
CODERRE, TJ; MELZACK, 1992; ROSENFELD; BROTON; CLAVIER, 1978).

No presente estudo foi verificado que o acido 3-cumarino carboxilico teve
efeito antinociceptivo tanto na fase inicial quanto na fase tardia do teste da formalina.
Esse resultado esta de acordo com outros achados, uma vez que o efeito
antinociceptivo de outras cumarinas com esqueletos quimicos semelhantes ja foi
identificado em ambas as fases do teste da formalina intraplantar (DE ALMEIDA
BARROQOS et al., 2010).

Alonso Castro et al. (2018) demonstraram que o Soulattrolide, uma
cumarina natural sintetizada pelas folhas da espécie Calophyllum, mostrou efeitos
antinociceptivos no modelo de acido acético, e mostrou efeito antinociceptivo em
ambas as fases do teste de formalina. Esse efeito anti-inflamatério foi maior do que
outras cumarinas diidropiranas e semelhante ao exibido pelo naproxeno (ALONSO-
CASTRO et al., 2018).

A propriedade inibitéria do acido 3-cumarino carboxilico em ambas as fases
do teste da formalina orofacial ndo estabelece se o efeito mediado por esse composto
ocorre a nivel central ou periférico, sendo necessario, portanto, investigar possiveis

mecanismos de acao.

O efeito antinociceptivo da cumarina pode ser mediado pela ativagao de
receptores opioides centrais (PARK et al., 2013). Este € um ponto de partida para a
investigacdo do mecanismo do acido 3-cumarino carboxilico. Os receptores opidides
sdo membros da superfamilia de GPCRs, acoplados a efetores intracelulares via
proteina G, principalmente do tipo inibitéria (SMITH, Maree T, 2008). A densidade de
receptores opioides é alta em varias regides cerebrais, no corno dorsal da medula
espinhal, nos terminais nervosos periféricos e nos tecidos periféricos (FIELDS, 2000).
Existem trés tipos de receptores opioides, y (Mu), d (delta) e k (kappa), sendo o g com
destacada participagao na via da dor, inclusive os efeitos antinociceptivos da maioria
dos analgésicos opioides sdo produzidos pela ativagao do receptor y (SMITH, Maree
T, 2008). Os ligantes enddgenos para receptores opioides incluem as endomorfinas,
B-endorfina, met- e leu-encefalina e dinorfinas (RAYNOR et al., 1994). Agonistas

opioides ativam esses receptores para produzir analgesia através do sistema inibitorio
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descendente, impedindo a transmiss&o nociceptiva excitatoria ascendente (FIELDS,
2000). Estudos demonstram que as ac¢des periféricas dos opioides estdo aumentadas
na inflamacao, sugerindo que analgésicos opioides perifericamente seletivos podem
ser benéficos como futuros agentes analgésicos, desprovidos de efeitos colaterais no
SNC (SMITH, Maree T, 2008). Conforme demonstrado nos resultados, o pré-
tratamento com naloxona nao reverteu o efeito antinociceptivo do acido 3-cumarino

carboxilico, sugerindo que este composto ndo exerce seu efeito pela via opioide.

Os canais K*atp sdo compostos por 8 subunidades proteicas. Quatro
subunidades sao membros da familia de canais de potassio retificadores internos
(Kir6.x), que podem ser Kir6.1 ou Kir6.2, enquanto as outras 4 subunidades sao
receptores de sulfonilureia (SUR), variando entre SUR1, SUR2A, SUR2B e SUR2C
(INAGAKI et al., 1996). A glibenclamida, uma sulfonilureia que atua bloqueando os
canais K*atp, € comumente usada caracterizar o efeito de substancias que atuam
nesse alvo (PEREIRA, Ticiana Praciano et al., 2010).

Os canais K*atp sdo fisiologicamente inibidos pelo trifosfato de adenosina
intracelular (ATPi) e sua ativagao acontece quando o ATPi é reduzido em condi¢des
de desafios metabdlicos (AGUILAR-BRYAN; BRYAN, 1999). Estes canais possuem
ampla distribuicao, incluindo cardiomiécitos, células a e B pancreaticas, musculo liso,
musculo esquelético e neurdnios centrais (AL-KARAGHOLI et al., 2017). Também é
evidenciada a presenga dos canais K'ate no sistema trigeminal, visto que as
subunidades Kir6.1, Kir6.2, SUR1 e SUR2 sdo expressas no ganglio trigeminal € no
nucleo trigeminal caudalis (PLOUG et al., 2012). No geral, sua atuagéo é essencial na
regulacdo da secrecao de insulina, no controle do ténus vascular e na protecao das
células contra o estresse metabodlico (ZOGA et al., 2010). A ativagdo deste canal
promove efluxo de potassio (K*), diminuindo a excitabilidade, uma vez que promove
hiperpolarizagdo da membrana. Além disso, ele pode atenuar a liberacdo de
neurotransmissores excitatérios e proteger células nervosas contra apoptose
(YAMADA; INAGAKI, 2005). O efeito contrario é verdadeiro, visto que que a inibicdo
das correntes de K* contribuem para a dor neuropatica através do aumento da
excitabilidade, liberacdo amplificada de neurotransmissores e aumento da
suscetibilidade a morte celular (WU, Xue-Feng et al., 2011). Como apresentado nos

resultados, o pré-tratamento com a glibenclamida nio foi capaz de reverter o efeito
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gerado pelo acido 3-cumarino carboxilico, demonstrando que este n&do atua pelos

canais K*aTp.

O perfil apresentado apds a analise nos modelos de contor¢des
abdominais, glutamato orofacial e formalina orofacial, bem como apds a investigacéo
da participacao de receptores opioides e canais K*atp, permite inferir que o efeito
mediado pelo A3CC possa estar acontecendo perifericamente, através da inibicao do
processo inflamatorio. Para investigar essa possiblidade foram realizados o modelo
de edema de pata induzido por carragenina e o docking molecular para a enzima

cicloxigenase.

O edema de pata induzido por carragenina é o modelo experimental mais
realizado para avaliar o efeito anti-inflamatério e apresenta alta sensibilidade e
reprodutibilidade (FONSECA et al., 2016). A carragenina é um forte estimulante de
mediadores pro-inflamatorios para inflamacao subaguda utilizada na determinacao de
drogas anti-inflamatérias eficazes (ZHAO et al., 2019). Esse modelo é reconhecido
por produzir um padréo fasico de inflamagao (ROSA et al., 2018). A fase primaria é
caracterizada pela liberacdo de histamina e serotonina, tornando-se mais evidente
entre 60-120 min apods o estimulo (ROSA et al., 2018). Ja a segunda fase compreende
a liberacdo de bradicinina e prostaglandinas por neutréfilos, eosindfilos e basdfilos,
perceptivel 120 minutos apds a administragéo de carragenina (ROSA et al., 2018; WEI
et al., 2018). Também foi investigada a hipotese desse modelo atuar via NFkB,
estimulando a expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais e
aumentando a transcricdo de COX-2 em neutrdfilos recrutados (MONTES et al,
2016). Assim, a maioria dos anti-inflamatérios tem como alvo a segunda fase
(FEHRENBACHER; VASKO; DUARTE, 2012). Os resultados demonstram que o acido
3-cumarino carboxilico reduziu o edema de pata induzido por carragenina durante o
periodo de observagdao de 4 horas, exceto na primeira hora, sugerindo existe um

componente anti-inflamatério envolvido no seu efeito.

Barros et al. (2010) observaram que a administrac&o oral de 7-hidroxicumarina
produz efeito antinociceptivo quando avaliada em contor¢des induzidas por acido
acético, bem como nas duas fases do teste de formalina. Pelas caracteristicas das
metodologias utilizadas, sugere-se que, pelo menos em parte, o efeito da 7-
hidroxicumarina se deva a sua acao anti-inflamatéria, uma vez que também foi capaz

de reduzir o edema de pata induzido por carragenina em camundongos.



123

A predicdo de permeabilidade da barreira hematoencefalica permite
identificar se um composto € capaz ou ndo de ser eficaz em alvos especificos
presentes no SNC (AGBO et al., 2020). Conforme dados obtidos a partir dos calculos
de descritores no Volsurf+, o A3CC apresenta baixa permeabilidade na BHE,
indicando que de fato, seu efeito antinociceptivo acontece perifericamente,

corroborando com um possivel mecanismo anti-inflamatério em sua acéo.

Uma revisdo sistematica recente relatou o excepcional desempenho anti-
inflamatdrio das cumarinas no modelo de edema induzido por carragenina. Dos 20
estudos avaliados, abrangendo modelos de edema de orelha, pata, pulmao e cdlon,
nao houve nenhum em que as cumarinas nao fossem capazes de inibir a formacao
do edema (GAGLIOTTI VIGIL DE MELLO; FRODE, 2018). Conforme relatado por Al
Wabli et al. (2018), a sintese de nove ésteres cumarinicos resultou na significativa
reducdo no volume de edema de pata por todos os compostos, exibindo efeito
inibitério maximo de 94,9%, 120 min apods o estimulo (AL-WABLI; FOUAD; EL-
HAGGAR, 2018).

Estudos anteriores demonstraram que certas cumarinas apresentam
efeitos anti-inflamatorios e antinociceptivos (DE ALMEIDA BARROS et al., 2010; DE
LIMA, Flavia Oliveira et al., 2011). A seselina, por exemplo, uma angulo-
pirancoumarina amplamente distribuida no reino vegetal, apresentou atividade
antinociceptiva apresentando 41,4% de inibicdo no teste de contor¢cées abdominais
de forma dose-dependente. Além disso, provocou uma inibicdo significativa da
resposta da formalina durante a fase inflamatdria em 95,3% (LIMA, Vilma et al., 2006).
A seselina também exibiu atividade anti-inflamatéria através de sua acédo em Jak2
(FENG, Lili et al., 2019).

De forma semelhante ao A3CC, o extrato metandlico de Citrus grandis
administrado oralmente, bem como o extrato de acetato de etila foram capazes de
inibir o edema de pata induzido por carragenina até 4 h apds a inje¢ao subcutanea de
carragenina. Tais extratos, contendo uma série de cumarinas bioativas, foram
capazes de produzir potentes efeitos anti-inflamatorios, suprimindo a liberacdo de
bradicinina, TNF-q, leucotrienos, IL-18 e PGE2 (ZHAO et al., 2019).

Diversos estudos confirmam o potente efeito anti-inflamatério das
cumarinas (REVANKAR et al., 2017; YANG; LEE; SHIN, 2015). Hemshekhar et al.
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(2013) relataram uma melhora significativa da regulacao ndo enzimatica marcadores
inflamatérios como TNF-a, IL-1B, IL-6, COX-2 e PGE:2 pela 4-metil esculetina
(HEMSHEKHAR et al., 2013). Em outro estudo, a libanoridina foi capaz de inibir a
expressao de mediadores inflamatdrios como a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
COX-2, TNF-a e IL-1B de forma dose-dependente em células HT-29 estimuladas por
LPS. Além disso, observou-se que a atividade de transcricdo de NF-kB induzida por
LPS foi inibida (KANG et al., 2009).

Em consonéncia com o observado em outros estudos envolvendo
cumarinas, o efeito analgésico de outra furanocumarina de ocorréncia natural, a
imperatorina, foi investigada quanto a sua capacidade em inibir COX-2. Nos modelos
de contorgdes induzidas por acido acético houve 75,8% de reducdo do
comportamento nociceptivo, enquanto na formalina obteve diminui¢cao de 41,6% (12
fase) e 60,8% (22 fase). Resultados imuno-histoquimicos revelaram acentuada
reducdo na expressdo de COX-2, INOS e NFkB. Também reduziu significativamente
os niveis de TNF-a e IL-1B. No edema de pata induzido por carragenina, o efeito anti-

inflamatorio maximo foi evidente apos 4h (SINGH, Gurijit et al., 2020).

A maioria das moléculas descritas na literatura que seguem a estrutura das
cumarinas simples possuem atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana
(BAROT et al., 2015). Uma das abordagens para obter novos derivados é inserir
grupos funcionais no nucleo cumarinico basico. Essas substituicbes podem ocorrer
em qualquer um dos seis sitios disponiveis, e a diversidade estrutural determina as
atividades farmacologicas (BAROT et al., 2015; WU, L. et al., 2009). O acido 3-
cumarinico carboxilico € um derivado substituido das cumarinas simples. Uma série
de estudos demonstram que a inser¢cdo de grupos funcionais no carbono 3 do
esqueleto basico das cumarinas resulta em agentes farmacologicos com potente
efeito anti-inflamatorio (CHEN, Liu Zeng et al., 2017; MATOS, Maria Joao et al., 2013;
PU et al., 2014; STEFANI et al., 2012; WANG et al., 2020).

Com o objetivo de investigar o perfil de substituicdo, Wang et al. (2020)
introduziram grupos benzil sulfona/sulféxido na posigédo C-3 do esqueleto cumarinico.
Nos ensaios in vitro foi observada significante redu¢ao na liberagcdo de TNF-a. Além
disso, todos doze compostos foram capazes de inibir a COX-1, alcangando 46,7% de
inibicdo, comparado com 51,1% da indometacina. Em termos de COX-2, foi

identificada uma inibicdo moderada, com valores de até 35,7%. De forma semelhante,
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Chen et al. (2017) sintetizaram novas arilpirazol-cumarinas, com substituicdes no C-
3. Houve diversidade no efeito apresentado pelos compostos, prevalecendo o perfil
anti-inflamatério, com inibigdo da producédo de IL-6, TNF-a e éxido nitrico (NO) através
da via de sinalizagcdo NF-kB/MAPK, e supressdo da expressdo de iINOS e COX-2.
Esse mesmo padréo de substituicdo também foi relatado por Pu et al. (2014), que
identificou as 3-arilcumarinas como possiveis agentes anti-inflamatorios. 3-
arilcumarinas 3, 4 e 6 substituidas também exibiram alta afinidade de interagdo com
receptores de adenosina, sugerindo que podem promover analgesia por esta via
(MATOS, Maria Joao et al., 2013). Corroborando com dados da literatura, derivados
da 3-(triazolil)-cumarina foram capazes de inibir a produgéo de NO derivado de iINOS.
Estudos de docking definiram que interagdes hidrofébicas com o grupo heme sao
importantes para a inibicao da iINOS (STEFANI et al., 2012). Seguindo essa mesma
linha de sintese, Emam et al. (2021) identificaram inibicdo na expressao de NO, COX-

1 e -2 em derivados cumarinicos com insergéo de chalconas em C-3.

N&o so substituicdes em C-3, mas também inser¢des de grupos funcionais
em C-8 se mostram promissoras. Buran et al. (2021) investigou o efeito de 38
derivados com piperidinas e piperazinas aromaticas adicionadas ao C-8 da 7-
hidroxicumarina e relatou que essa substituicao foi favoravel para a promog¢ao dos
efeitos anti-inflamatorios de alguns derivados, principalmente através da reducdo na

sintese de nitrito e PGE-.

O estudo in silico de possiveis alvos terapéuticos € uma abordagem
relativamente rapida, de baixo custo e excelente retorno, que permite a analise e
compreensao dos possiveis mecanismos moleculares envolvidos na atividade
farmacologica, e consequentemente reduz perda de tempo e recursos no processo de
descoberta de novos farmacos (AGOSTINO, B. et al., 2019).

A investigacdo do potencial das cumarinas em promover a inibicao da
enzima cicloxigenase € uma abordagem que vém ganhando espacgo atualmente.
Diversos estudos tém demonstrado essa capacidade, evidenciado tanto em
cumarinas naturais quanto sintéticas (AGBO et al., 2020; DAWOOD et al., 2015;
REVANKAR et al., 2017; SINGH, Guirijit et al., 2020). Alshibl et al. (2020) promoveram
a sintese de novos derivados cumarinicos para avaliar seu potencial anti-inflamatorio.
Em alguns compostos, foi demonstrada uma atividade tdo potente quanto a aspirina.

Foi observada inibicdo significativa do edema de pata induzido por formaldeido. Os
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ensaios in vitro estabeleceram que os derivados possuem seletividade pela COX-2.
Esses resultados foram confirmados por estudos de docking molecular, demonstrando
afinidade com a enzima COX-2 humana. Assim, tais compostos podem servir como
candidatos promissores para o futuro da terapia anti-inflamatéria (ALSHIBL et al.,
2020).

Uma vez identificado o perfil anti-inflamatério associado ao efeito
antinociceptivo do A3CC, o docking molecular foi realizado para identificar possiveis
alvos de interagao, passiveis de estarem envolvidos em sua atividade. A analise de
ancoragem molecular do acido 3-cumarino carboxilico com a COX-1 e -2 foi conduzida
utilizando quatro estruturas cristalizadas das isoenzimas, todas com diferentes
ligantes. A comparacgao foi realizada baseado na conformac&o assumida pelo ligante
PDB e na conformagao adotada pelo A3CC, utilizando a mesma superficie de
interagdo molecular. A analise conformacional em COX-1 foi semelhante para ambas
as estruturas, tendo como base o sitio de ligagao do flubirprofeno (1CQE) e do acido
araquidénico (1DIY). Foram observadas ligagdes de hidrogénio do A3CC com os
residuos de Arg120 e Tyr355, logo na entrada do sitio cicloxigenase. Na figura 16 é
representado um resumo de todas as interagdes apresentadas pelo A3CC com as

isoformas da COX.

Os residuos do sitio ativo da COX sdo categorizados de cinco formas
diferentes. Existem aqueles diretamente envolvidos na abstragdo de hidrogénio do C-
13 do AA, a exemplo de Tyr385; existem os residuos essenciais para o
posicionamento do C-13 do AA, como Gly533 e Tyr348; residuos criticos para a
ligacdo de alta afinidade com o AA, como é o caso da Arg120; existem aqueles que
sdo criticos para o posicionamento conformacional do AA, favorecendo a producéo de
PGGz2, que sdo Val349, Trp387 e Leu534; e por fim, outros residuos presentes no sitio
ativo, que individualmente contribuem menos, mas importantes para a eficiéncia
catalitica (THURESSON et al., 2001).

O centro catalitico da COX abrange a metade superior do canal,
estendendo-se de Arg120 a Tyr385. A interagcao do AA com COX abrange 48 contatos
hidrofobicos e dois contatos hidrofilicos, envolvendo 19 residuos diferentes. Desses,
sete sdo considerados os mais criticos, entre eles Tyr385 e Arg120. A auséncia de
interacdes com estes residuos desfavorece a catalise do AA. Por exemplo, a mutacao

de Tyr385 por fenilalanina abole a atividade da ciclooxigenase (PICOT; LOLL,
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GARAVITO, 1994). A criticidade dos residuos € determinada quando sua mutagao
provoca alteracao na composicdo dos produtos de oxigenacao. Estudos mutacionais
demonstraram que o grupo guanidina de Arg120 € importante para a alta afinidade da
ligagdo (SMITH, William L.; GARAVITO; DEWITT, 1996), que Tyr385 é envolvido
como um radical tirosil na abstragcao do hidrogénio 13proS (SHIMOKAWA et al., 1990),
e que Ser530 é determinante na especificidade inibitéria (GIERSE et al., 1999).

As interac¢des entre o atomo de nitrogénio de Arg120 e o grupo carboxilato
de substratos ou inibidores sdo elementos chave na catalise ou inibicdo da
ciclooxigenase, determinando a alta afinidade da ligagdo (THURESSON et al., 2001).
Dessa forma, as intera¢gdes assumidas pelo grupo carboxilato do A3CC no sitio da
COX-1 parecem exercer papel fundamental em um possivel efeito inibitério dessa
enzima. O residuo de Arg120 é considerado critico para o processo de catalise do AA.
A interacdo com o composto cumarinico sugere que a afinidade da ligagao da enzima
pelo AA é reduzida, ou até mesmo perdida, resultando em menos subprodutos

reacionais capazes de influenciar a percepg¢ao da dor, como por exemplo, PGEox.

Tyr355 reside perto da entrada do canal do sitio ativo da ciclooxigenase,
diretamente em frente a Arg120, exercendo um papel sutil ao contribuir com o
alinhamento do carboxilato (THURESSON et al., 2001). Assim, a interagédo do A3CC
com o residuo de Tyr355 favorece o posicionamento do grupo carboxilato para que
este possa interagir com o residuo critico de Arg120. Outro fator que contribui para a
interagcdo do A3CC com COX-1 é que o composto exibe ligagdes de hidrogénio, que
sdo interacdes fortes e importantes na manutencdo do completo ligante-receptor,
conferindo a estabilidade da conformacdo bioativa. A estabilidade das ligacbes é
confirmada pela distancia em A exibida entre o A3CC e os residuos (1,65 A com
Arg120 e 1,82 A com Tyr355).

Em termos de COX-2 o perfil de interacdes foi ligeiramente diferente. Na
estrutura cristalizada com o flubirprofeno (1CX2), o A3CC exibiu ligagbes de
hidrogénio que os residuos de Tyr385 e Ser530. Tyr385 esta envolvido na abstragcéo
do hidrogénio 13proS do AA, etapa determinante da velocidade na catédlise da
ciclooxigenase (THURESSON et al., 2001).
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Figura 17. Resumo das intera¢gdes do A3CC com as isoformas da COX.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Criado com BioRender.com.

Duas reagdes sequenciais catalisam o AA, a primeira € uma reacao de
ciclooxigenase, na qual o AA é convertido em PGG2, seguida por uma reagao de
peroxidase na qual PGG: sofre redugao de dois elétrons para PGH2 (SMITH, William
L.; DEWITT; GARAVITO, 2000). Elas ocorrem em locais fisicamente distintos, mas
correlacionados, dentro da estrutura da COX. Quando o sitio ativo € ocupado pelo AA,
o radical tirosil inicia a reagao abstraindo o hidrogénio 13proS para produzir um radical
araquidonil. O radical reage com oxigénio molecular para produzir um radical 11-
hidroperoxil, que por sua vez forma a PGH2. A adicdo de uma segunda molécula de
oxigénio no carbono 15 finalmente produz PGG2 (GARAVITO; MULICHAK, 2003).
Dessa forma, o AA é posicionado de maneira que o C-13 fique orientado préximo ao
oxigénio fendlico de Tyr385, caracterizando o inicio da catélise. A velocidade da
reagao € limitada pela abstracao inicial do hidrogénio 13proS do AA (THURESSON,;
LAKKIDES; SMITH, 2002). Sem essa etapa, ndo seriam possiveis as adi¢coes

sequenciais de oxigénio em C-11 e C-15, gerando PGGa.
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A ligacdo de hidrogénio do A3CC com Tyr385 em COX-2 é critica para a
atividade inibitéria da enzima. Essa interacdo sugere uma possivel interferéncia da
cumarina na abstrag¢ao do hidrogénio 13proS do AA, limitando a velocidade da reacao,
e assim como relatado para as intera¢gdes de COX-1, retardando e/ou reduzindo a

sintese de prostandides.

Kiefer et al. (2000) relataram uma nova conformac&o AA no canal, onde o
carboxilato esta ligado a Tyr385 e Ser530. Este modo de ligagao foi considerado como
um estado inibitério da COX-2, demonstrado pela interagdo semelhante de outros
farmacos com essa isoenzima. Assim como relatado por Kiefer et al. (2000), o A3CC

exibiu esse mesmo perfil de interagao, corroborando a possivel inibicdo enzimatica.

A Ser530, que comumente € alvo de acetilagdo, encontra-se logo abaixo
de Tyr385 de forma que essa reagdo poderia facilmente bloquear o acesso a parte
superior do canal (PICOT; LOLL; GARAVITO, 1994). A acetilagdo da COX-1 leva a
perda completa da atividade, enquanto a acetilagcdo da COX-2 resulta na geragéo de
outros subprodutos do AA, que nao prostandides (LUCIDO et al., 2016). Embora nao
seja essencial para a catalise, a Ser530 auxilia para que ocorra o alinhamento ideal
do substrato em relacao ao residuo de Tyr385, facilitando a abstracdo de hidrogénio
no C-13, bem como contribuindo para a subsequente adigdo de oxigénio no C-11
(MICHAEL GARAVITO; MALKOWSKI; DEWITT, 2002).

Similarmente ao que aconteceu em COX-1 com Tyr355 e Arg120, o A3CC
parece interagir com Ser530 através de ligacdes de hidrogénio para favorecer e
estabilizar a interacdo da cumarina com o residuo critico de Tyr385, que de forma
geral, € mais importante para a atividade inibitéria de COX-2. Outro fator que deve ser
levado em consideracao € que a interagao com Ser530 pode ainda estar bloqueando

0 acesso do AA ao residuo de Tyr385, interferindo na abstracdo inicial de hidrogénio.

Em um estudo comparativo, verificou-se que a auséncia da ligagao de
hidrogénio com Ser530 em COX-1 poderia ser a causa da seletividade por COX-2,
que apresentou essa interacdo. Essa preferéncia pela COX-2 é acompanhada de
scores de pontuagao favoraveis. Os autores atribuem o efeito inibitério principalmente
as ligacdes de hidrogénio formadas com Tyr385, Met522 e Ser530 no sitio ativo da

COX. Nos testes in vivo e in vitro, 0 composto foi capaz de reduzir o edema em 90,7%,
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e inibir a COX-2 em 94,1%, corroborando com os dados apresentados no docking
(GAUTAM et al., 2011).

Os algoritmos de fungdo de score confirmam os dados conformacionais
obtidos. O consenso entre os algoritmos Moldock, Plants, GOLD e Autodock permite
uma analise mais fidedigna entre os valores obtidos na fung¢ao de pontuacao de cada
algoritmo individualmente. Os resultados indicam que as conformag¢des assumidas
pelo A3CC sao energeticamente favoraveis para que ocorram em meio bioldgico. A
eficiéncia dessa funcédo de pontuacédo apontou probabilidades de 81% (3PGH), 77%
(1CQE), 64% (1DIY) e 59% (1CX2).

A conformacgao que obteve a melhor probabilidade, de 81%, foi justamente
a que exibiu intera¢cdes com os residuos de Tyr385 e Ser530 em COX-2, sugerindo
que essas ligacdes de hidrogénio podem de fato estarem envolvidas nos efeitos
inibitérios de COX pelo A3CC. A correlagao dos valores tedricos foi confirmada através
dos dados experimentais in vivo, que evidenciam o potencial anti-inflamatério do
A3CC.

AINEs competem com o AA pela ligagao ao sitio da ciclooxigenase (PICOT;
LOLL; GARAVITO, 1994), inibindo a atividade da ciclooxigenase, mas nao a atividade
da peroxidase (MARSHALL; KULMACZ, 1988). Os AINEs geralmente se ligam na
parte superior do canal, entre Arg120 e Tyr385. Farmacos acidos, como profenos e
fenamatos, interagem com Arg120 em ambas as isoenzimas por meio de ligagées de
hidrogénio ou interacdes eletrostaticas, fornecendo energia de ligagao e seletividade.
As demais interagdes comumente sao hidrofébicas, exceto por potenciais ligagcdes de
hidrogénio com Ser530 (GARAVITO; DEWITT, 1999).

O flurbiprofeno é um exemplo de farmaco acido que induz uma inibi¢ao da
ciclooxigenase dependente do tempo. Ele possui o grupo carboxilato em posicdo
favoravel para interagir com Arg120 e Ser530. Essas interagdes impedem que o AA
figue em uma conformacgao ideal para seu correto posicionamento no C-13. Dessa
forma, a literatura relata que o flurbiprofeno inibe a reagao da ciclooxigenase ao excluir
o AA da porgéo superior do canal (PICOT; LOLL; GARAVITO, 1994). Essas mesmas
interagdes foram observadas no A3SCC em COX-1 e -2, respectivamente, indicando

possivel semelhangca no modo de inibir estas isoenzimas.
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Em se tratando da outra estrutura cristalizada da COX-2 (1CX2), a
diferenga no local ancoramento do ligante altamente seletivo SC-558 promoveu a
revelagcédo de novas interagdes pelo A3CC. O grupamento 4-sulfonamida do SC-558
alcanca cavidades mais profundas. Ao ser ancorado no mesmo sitio de interagdo do
SC-558, a cumarina apresentou liga¢des de hidrogénio com Tyr355, His90 e Arg513.
Essas mesmas interagcdes foram exibidas pelo inibidor seletivo. Estudos indicam que
o substituinte CF3s do SC-558 se liga a mesma cavidade do grupo carboxilato do
flurbiprofeno (LAGES et al., 1998). Esses achados corroboram com o que foi retratado
no docking, uma vez que o grupo carboxilato do A3CC exibe semelhangas com o

grupo carboxilato do flubirprofeno.

Experimentos de mutagénese sugerem que a inibicdo seletiva de COX-2
por compostos contendo grupos sulfonamida ou metilsulféxido pode surgir da
interagdo com o residuo de Arg513 (KURUMBAIL et al., 1996). Apesar de ndo possuir
esses grupamentos, o A3CC conseguiu exibir ligagdes de hidrogénio com Arg513,
podendo representar uma possivel contribuicdo para a inibicdo seletiva da COX-2. A
maior extensao do grupo guanidina da Arg513 favorece a interagdes com grupos
polares do A3CC. Além disso, o menor volume do residuo de Val523 em COX-2 facilita
0 acesso da molécula ao bolso lateral hidrofilico, sendo mais um fator favoravel para
a interagcao do A3CC com Arg513.

De forma geral, além das ligagdes de hidrogénio, o A3CC apresentou
interacdes hidrofobicas com ambas isoformas, estas incluem Val349, Leu352, Gly526,
Ala527, 11e523 e Val523. Dessas, Val349 e Ala527 foram observadas em todas as
analises de docking, demonstrando a relevancia delas na estabilizacdo do A3CC.
Essas interacdes estdo associadas a presenca de cadeias apolares no sitio de ligagao
ou no ligante. Individualmente elas sao interacdes fracas, mas o somatério de suas

forgas contribui para a estabilizacdo da conformacao bioativa.

Estudos indicam que Val349 fornece interagcdes hidrofébicas com AA, que
contribuem para a estabilizagcdo e o posicionamento do AA de forma que, apos a
abstracao de hidrogénio, a molécula seja alinhada para produzir PGG2 (THURESSON
et al., 2001). Essa interagcdo hidrofébica com o A3CC pode ser mais uma pequena
contribuicdo, que somada as outras interagdes impedem o correto posicionamento do

AA, interferindo no processo de catalise.
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De fato, a inibicao da expressao e/ou atividade de COX-2 é um dos efeitos
promovidos pelas cumarinas que constantemente vém sendo relatado na literatura
(GAGLIOTTI VIGIL DE MELLO; FRODE, 2018). Kim et al. (2006) relataram que a 7-
hidroxicumarina tem atividade inibitéria da COX-2, pois reduz a produ¢do de PGD2 em
mastécitos derivados da medula 6ssea de camundongo. Além disso, também
promoveu inibicdo da conversdao biossintética do acido araquidénico em
prostaglandinas (LEE, R E; BYKADI; RITSCHEL, 1981). A 7-hidroxicumarina também
demonstrou ser capaz de prevenir a resposta febril induzida por lipopolissacarideo
(LPS) (DE ALMEIDA BARROS et al., 2010).

Dawood et al. (2015) investigaram a atividade anti-inflamatéria de
derivados cumarinicos com incorporag¢des tiazolina e tiazolidinona no C-3 do
esqueleto basico. No modelo de edema de pata induzido por carragenina a maioria
dos compostos apresentaram elevada atividade anti-inflamatoria, superando a
indometacina. Os valores alcangcaram até 96,7% de redugédo do edema. Os resultados
foram ainda mais expressivos quando investigada a atividade enzimatica de COX-1 e
-2. O estudo in vitro mostrou que todos os 22 derivados exibiram melhor perfil inibitério
de COX-2 do que a indometacina, com valores de ICso variando entre 0,3 a 0,8 uM,
demonstrando uma relagdo de poténcia e seletividade semelhante a do celecoxibe.
Em termos de COX-1, todos foram menos ativos que a indometacina, evidenciando
sua seletividade por COX-2. O estudo de docking foi realizado para prever o modo de
ligagdo dos compostos dentro do sitio ativo da COX-2. Observou-se que o score de
pontuacao foi paralelo e diretamente proporcional a atividade biolégica. Em termos de
interacbes ligante-receptor, tanto Arg120 quanto Tyr355 foram os residuos mais
predominantes e fundamentais para as interagdes. De forma geral, o atomo de
oxigénio eletronegativo do anel cumarinico exibiu liga¢cdes de hidrogénio com o grupo
—NH2 de Arg120 e o grupo —OH de Tyr355 (DAWOOD et al., 2015).

Estudos demonstram que moléculas hibridas de furocumarinas e estilbeno
possuem efeitos inibitérios de AChE, BChE, R-secretase, COX-2 e LOX-5, além de
possuir capacidade de sequestrar radicais livres. Destaque para o 8-(3,5-
dimetoxifenil)-4-(3,5-dimetoxiestiril)furocromen-2-ona, que exibiu 1Cso de 8,6 £ 0,0
para a COX-2. Essa atividade inibitoria da COX-2 havia sido previamente estimada
pelo calculo de descritores moleculares usando o Molinspiration, e depois confirmada

por ensaios in vitro. No docking molecular, houve 19 contatos interagdes hidrofébicas
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com o sitio catalitico da COX-2, e nenhuma ligacdo de hidrogénio, revelando
contribui¢cdes favoraveis para o efeito inibitério significativo da enzima (AGBO et al.,
2020).

Apesar do estudo de cumarinas sintéticas utilizadas como inibidores de
COX ainda estar em fase inicial, nas ultimas décadas houve crescimento do numero
de trabalhos relacionados ao papel de cada residuo presente no sitio catalitico dessa
enzima, facilitando a pesquisa e desenvolvimento de novos compostos que possuam

efeitos colaterais reduzidos.

Diante das limitacdes terapéuticas associadas aos atuais farmacos
utilizados para combater dor e inflamagéo, o A3CC torna-se uma potencial opgéo para
0 manejo das condi¢cdes dolorosas, podendo contribuir para o efeito desejado, bem
como, caso utilizado de forma complementar, para a reducdo da dose e
consequentemente dos efeitos colaterais de outros farmacos. No entanto, o
desenvolvimento de estudos mais robustos faz-se necessario, com finalidade de

elucidar em definitivo a forma de atuag¢ao deste composto.

O &cido 3-cumarino carboxilico demonstrou possuir afinidade por alvos
enzimaticos, conforme relatado pela literatura e por esta pesquisa. Perspectivas na
area da psicofarmacologia para futuros estudos envolve a interacdo d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>