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RESUMO

Devido a complexidade da dor, que abrange aspectos fisicos, cognitivos, psicoldgicos
e comportamentais, 0 manejo da dor envolve diversas abordagens, em especial em paises em
desenvolvimento, onde a busca por novas opcdes de tratamento para doengas emergentes ou
debilitantes é significativa, o uso de plantas medicinais € uma pratica relevante. Estudos
recentes tém se concentrado na atividade dos monoterpenos nos receptores relacionados a
nocicepc¢do, e a identificacdo das interacbes especificas dos monoterpenos promete abrir
portas para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no controle da dor. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar comparativamente os efeitos do
monoterpeno citronelal, distinguindo suas atividades para os isémeros (R)-(+) e (S)-(-)
citronelal e determinar o possivel mecanismo de acdo pelo qual essa atividade é realizada.
Como forma de estudo inicial foi realizada um analise computacional de docking molecular
onde os compostos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal apresentaram afinidade nos receptores
glutamatérgicos e TRPAL, indicando seu potencial como agentes ativos nessas vias e abrindo
prerrogativa para 0s estudos in vivo. Para isso foram utilizadas metodologias relacionadas ao
estudo da coordenacdo motora (Rota-rod), bem como avaliagdo da nocicepgdo em parametros
fisicos (Placa quente) e quimicos (Formalina, glutamato e capsaicina), para confirmacdo de
sua atividade e possivel deteccdo de mecanismo de acdo. Ambos os isbmeros ndo
demonstraram efeitos significativos na coordenacdo motora dos animais testados. O isdbmero
(S)-(-) citronelal apresentou melhores resultados em relacdo ao seu homoélogo estrutural,
mostrando efeito antinociceptivo nos testes de formalina e placa quente, mesmo em menor
concentragdo (100 mg/kg), e com menos efeitos colaterais. No entanto, o estudo néo
conseguiu elucidar completamente o mecanismo de acdo desse isdmero, por sua atividade nao
ser revertida com a utilizacdo de antagonistas para as vias relacionadas a nocicep¢ao. Por outro
lado, o isdbmero (R)-(+) citronelal demonstrou atividade somente na concentragdo de 150
mg/kg e teve seu mecanismo de acdo relacionado a via opioide, uma via ja correlacionada
com tratamentos de controle da nocicepc¢do, embora também associada a efeitos colaterais
indesejados. Destacando a importancia de futuras pesquisas para elucidar os mecanismos
moleculares envolvidos na modulacéo da dor e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas
mais eficazes para 0 manejo da dor. Portanto, 0s monoterpenos, mostram-se promissores como

agonistas ou moduladores potenciais dos receptores do controle da dor.

Palavras-chave: monoterpenos; citronelal; nocicepg¢éo; docking.; enantiomeros.



ABSTRACT

Due to the complexity of pain, encompassing physical, cognitive, psychological, and
behavioral aspects, the management of pain involves various approaches, especially in
developing countries, where the search for new treatment options for emerging or debilitating
diseases is significant; the use of medicinal plants is a relevant practice. Recent studies have
focused on the activity of monoterpenes on nociception-related receptors, and the
identification of specific interactions of monoterpenes promises to pave the way for the
development of new therapeutic strategies in pain control. In this context, the present study
aimed to comparatively evaluate the effects of the monoterpene citronellal, distinguishing its
activities for the isomers (R)-(+) and (S)-(-) citronellal and determining the possible
mechanism of action by which this activity is performed. As an initial study, a computational
molecular docking analysis was performed, where the compounds (R)-Citronellal and (S)-
Citronellal showed affinity for glutamatergic receptors and TRPA1 receptors, indicating their
potential as active agents in these pathways and opening the way for in vivo studies.
Methodologies related to the study of motor coordination (Rotarod), as well as the evaluation
of nociception in physical (Hot plate) and chemical (Formalin, glutamate, and capsaicin)
parameters, were used to confirm their activity and possible detection of the mechanism of
action. Both isomers did not demonstrate significant effects on the motor coordination of the
tested animals. The isomer (S)-(-) citronellal showed better results compared to its structural
homologue, exhibiting antinociceptive effects in the formalin and hot plate tests, even at a
lower concentration (100 mg/kg), and with fewer side effects. However, the study did not fully
elucidate the mechanism of action of this isomer, as its activity was not reversed with the use
of antagonists for nociception-related pathways. On the other hand, the isomer (R)-(+)
citronellal demonstrated activity only at a concentration of 150 mg/kg and had its mechanism
of action related to the opioid pathway, a pathway already correlated with nociception control
treatments, although also associated with unwanted side effects. This underscores the
importance of future research to elucidate the molecular mechanisms involved in pain
modulation and the development of more effective therapeutic strategies for pain
management. Therefore, monoterpenes show promise as agonists or potential modulators of

pain control receptors.

Keywords: monoterpenes; citronellal; nociception; docking; enantiomers.
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1. INTRODUCAO

No século passado, a dor era considerada uma resposta sensorial inevitavel a leséo
tecidual. As outras dimensdes da experiéncia dolorosa, como componente afetivo, cognitivo,
diferencas genéticas, ansiedade e expectativa, eram pouco valorizadas. Na Gltima década
grandes avangos foram feitos na compreensao dos mecanismos que séo subjacentes a dor e no
seu tratamento (GOZZANI, 2003; NICHILATTI, et al., 2020). A dor pode apresentar diferentes
caracteristicas e interpretacfes, como intensidade, localizacdo, duragdo e frequéncia. Com isso
a sua subjetividade sempre foi importante e sua definicdo sempre passou por formacoes de
estigmatizacOes e relativismos, assim ela sempre acompanhou 0 ser humano no seu processo
evolutivo, afetando desde as antigas civilizagdes até a atualidade (GOLDBERG, 2017).

A dor é um problema de satde com implicacBes socioecondmicas. Nos Estados Unidos,
estima-se que a prevaléncia de dor cronica seja de 30%, gerando um custo de 650 bilhdes de
ddlares por ano. Além disso, devido a natureza complexa da dor com a participacdo de aspectos
fisicos, cognitivos, psicoldgicos e comportamentais, o tratamento da dor apresenta varias
abordagens, envolvendo reabilitacdo fisica e psicoldgica, tratamento farmacologico, mudancas
no estilo de vida e intervences cirdrgicas (DALE & STACEY, 2016; SIQUEIRA-CAMPOS
etal., 2022).

Apesar de atualmente existirem formas de inibicdo ou mascaramento da nocicepcao, o
tratamento farmacol6gico da dor ainda vem sendo investigado amplamente, a fim de descobrir
novos farmacos que possuam mais especificidade e menos efeitos adversos que as drogas ja
existentes e que ja fazem parte da farmacoterapia da dor. Além do desenvolvimento de agentes
terapéuticos para o tratamento da dor e a inflamagdo tem sido um processo desafiador. Esses
tratamentos tém limitagdes diferentes devido ao numero de efeitos colaterais e € comum em

pacientes com intoxicacdo aguda por essas drogas (SIMON et al., 2017)



19

Com isso, 0 objetivo de explorar analgésicos potentes, eficazes e com poucos efeitos
colaterais, tornou-se obvio. Neste sentido, tem sido demonstrado que muitos produtos naturais,
em especial os derivados de plantas, podem ter a capacidade de desempenhar um papel
relevante no processo de desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de patologias
associadas a dor ou nocicepcao (ADEOLUWA, 2014; ZVEJINIECE, L. et al., 2020)

Muitas classes de compostos organicos ou derivados de plantas tém demonstrado
efeitos bioldgicos promissores, sendo que muitos deles encontram-se em estudos pré-clinicos e
clinicos avancados, mas o0s conhecimentos acerca de muitas moléculas permanecem
pormenorizados. O uso de plantas medicinais em paises em desenvolvimento é bastante
expressivo. Como resultado, tornaram-se uma importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, o que pode resultar na descoberta de novos farmacos (NEWMAN &
CRAGG, 2020). Nessa linha de pensamento e com o advento da tecnologia, abordagens
computacionais como o docking molecular vem sendo utilizada para elucidar a acdo de
compostos biologicamente ativos. O docking é uma técnica computacional utilizada para prever
a orientacdo mais favoravel de um ligante flexivel ligado a um receptor rigido (CHEN, 2014)

Varios estudos farmacol6gicos de compostos naturais documentaram a atividade como
0 anticancerigeno, antimicrobiano, antifdngico, antiviral, anti-hiperglicémico, analgésico,
propriedades anti-inflamatorias e antiparasitarias, a maioria delas por metabdlitos secundarios,
especialmente a classe dos terpenos (GUIMARAES et al. 2014; WESTON-GREEN, CLUNAS,
JIMENEZ NARANJO, 2021).

Dentre estudos realizados com monoterpenos, compostos majoritarios de 6leos
essenciais presentes nas plantas aromaticas, os quais apresentam boa atividade e estdo sempre
presentes em inovagdes ndo clinicas, alguns apresentam-se em formas isoméricas e outros em
formas absolutas, podendo estas formas influenciarem ou ndo no seu mecanismo. Citamos em

especial o composto citronelal, que apresenta ja na literatura um embasamento da sua atividade
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antinociceptiva, dentre outras atividades, como antioxidante e antimicrobiana (MELO et al.,
2010; QUINTANS-JUNIOR et.al, 2011; DE SANTANA et al., 2013).

Esses resultados sustentam a hip6tese de que os isémeros (R)-(+)- e (S)-(-) citronelal
apresentam uma atividade antinociceptiva podendo seu posicionamento espacial como
enantiomeros, influenciar na sua atividade. Dessa forma, a atual pesquisa, tem por finalidade
avaliar e comparar o efeito biolégico dos monoterpenos isémeros (R)-(+)- e (S)-(-) citronelal,
sobre a atividade antinociceptiva, bem como elucidar os possiveis mecanismos pelos quais
estes compostos sdo capazes de influenciar a nocicepcdo pela mudanca espacial da sua
molécula, ou seja, avaliar se hd uma relacdo estrutura-atividade, o que podera conduzir a
descoberta de uma nova molécula e ao desenvolvimento de um analgésico inovador e de maior
espectro de acdo. Além disso, contribuir para a obtencdo de maiores informacdes sobre o
potencial farmacoldgico desses fitoconstituintes e assim colaborar numa maior caracterizacdo

das propriedades farmacoldgicas que envolvem a classe de compostos quimicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma sensacdo desagradavel, a qual € um componente essencial do sistema de
defesa do organismo, tanto humano quanto animal em geral. Fornece um répido aviso ao
sistema nervoso para iniciar uma resposta motora e minimizar o prejuizo fisico (FEIN, 2011).
De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor esta definida
como uma experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada a um dano tecidual real
ou potencial e descrita em termos dessa lesdo (RAJA, et al., 2020).

Os fisiologistas distinguem a dor propriamente dita de nocicepc¢do, onde a nocicepgao
se refere aos sinais que chegam ao sistema nervoso central (SNC) resultante da ativacdo dos
receptores sensoriais especializados, chamados nociceptores, que fornecem informacdes sobre
a lesdo tecidual (FEIN, 2011). A percepcao dolorosa € frequentemente desencadeada por
estimulo nocivo, seja uma lesdo ou uma doenca em tecido somatico ou tecido nervoso,
periférico ou central. O sofrimento é uma resposta negativa induzida por inumeros fatores, entre
0s quais estdo a dor, 0 medo, estresse, doencas degenerativas e perdas. O comportamento
doloroso resulta de dor e sofrimento, como posturas ou atitudes que visam diminuir o
desconforto (LEMONICA, 1997).

A dor pode ser classificada segundo o tempo de duracdo em aguda (inferior a 30 dias) e
crénica (superior a 30 dias), bem como segundo seu mecanismo fisiopatologico em dor
nociceptiva atraves da ativacao fisiologica dos nociceptores, dor neuropatica que ocorre como
consequéncia direta de uma lesdo ou de doencas que afetam o sistema somatossensitivo
(HAANPAA et al., 2011) e dor mista que envolve ambos os processos da fisiopatologia da dor

nociceptiva e neuropatica (BRASIL, 2012).
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O mecanismo da nocicepcao (Figura 1), refere-se aos meios pelos quais a dor é
codificada, consistindo dessa forma os processos de transducdo, transmissao e modulacdo. De
forma simplificada, pode ser considerada como uma cadeia de trés neur6nios, com o0 neuronio
de primeira ordem (como fibras dos nervos periféricos do tipo AP, Ad ¢ C) originado na
periferia e projetando-se para a medula espinal; o neurénio de segunda ordem ascende pela
medula espinal e o neurbnio de terceira ordem projetando-se para o coOrtex cerebral

(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).
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Figura 1. Vias nociceptivas do sistema nervoso periférico ao sistema nervoso central. Fibras
aferentes primarias cujos corpos celulares encontram-se no ganglio da raiz dorsal (DRG) que
transmitem impulsos da periferia ao corno dorsal da medula. Os neurénios de segunda ordem

transmitem o impulso ao sistema nervoso central. Fonte: Griffin; Woolf (2009).
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Na Tabela 1 é possivel observar um resumo comparativo das fibras aferentes primérias,
trazendo suas principais diferengas estruturais e funcionais. Nela podem ser observadas as
fibras Ad sdo responsaveis pela primeira fase da dor, de maior velocidade de transmissdo e
intensidade, e sdo sensiveis a estimulos mecanicos intensos. As fibras C produzem uma segunda
fase de dor que se descreve como difusa e persistente e formam, na periferia, receptores de alto
limiar para estimulos mecénicos e térmicos. Apds lesdo tecidual, fibras AB, normalmente ndo
associadas a processos nociceptivos, mas apenas a estimulos indcuos, também podem sofrer
alteracOes celulares e, ap6s a sensibilizacdo na periferia, transmitir a informacao nociceptiva

(MATHEWS et al., 2014).

Tabela 1- Tipos de fibras axoniais aferentes primarias.

Axonios Aa AR AB c
cutaneos
Axonios 1 I

musculares

A =
Diametro 13-20 612 1-5 0,2-15
()
Velocidade 80-120 35-75 5-30 0,5-2
(m/s)
Receptores Propricceptores do  |Mecanomeceptores Do, Temperatura,
SENnsonais musculo esquelético cutaneos temperatura dor, prurido

Fonte: Adaptado de Bear et al. 42 edigdo. Artmed, 2017
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A outra via de transmissdo da dor ao encéfalo, se d& a partir da via trigeminal, onde 0s
estimulos vindos da area do rosto sdo enviados nas fibras nervosas das células do ganglio
trigémio e nos nucleos dos pares de nervos cranianos VI, IX e X. As fibras nervosas percorrem
o tronco cerebral e descem até o bulbo raquidiano, onde inervam sua subdivisdo do complexo
trigeminal. Na sequéncia, as fibras nervosas que surgem destas células passam a linha média
neural e ascendente para entdo inervar as células nervosas taldmicas no lado contralateral
(PATEL, 2010).

Diversos receptores participam da transmissdo nociceptiva na medula espinhal. Em
geral, sdo observados em posicéo pré-sinaptica receptores opidides mu/delta e kappa, receptores
GABA, alfa2-adrenérgicos, neurocinina 1 e serotoninérgicos (5HT2). Em contraste, os sitios
pos-sinapticos sdo dotados de receptores GABA a e b, AMPA, NMDA, mu, mu/delta, alfa2-
adrenérgicos, serotoninérgicos (5HT1b) e de adenosina. A transmissao excitatéria na medula
espinhal é feita principalmente pelo glutamato e secundariamente pelo aspartato e em muitas
sinapses a liberacdo de glutamato é conjunta a liberacdo de substancia P e neurocininas, que
sdo designadas como neuromoduladores (GOZANNI, 2003).

A modulacédo inibitéria ocorre no corno dorsal da medula e pode ser mediada por
estimulos periféricos ndo nociceptivos, por interneurénios inibitorios GABAEérgicos e
glicinérgicos locais e por projecdes descendentes bulboespinhais. Estes mecanismos inibitorios
sdo ativados de maneira enddgena com o objetivo de reduzir as respostas excitatorias a atividade
prolongada de fibras C através de neurotransmissores como endorfinas, encefalinas,
noradrenalina e serotonina. Por este motivo sdo também alvo de agdo de diversos agentes
analgésicos exogenos. Em outras palavras, a modulacao é um fenémeno complexo que modifica
a qualidade, a severidade e a duragdo da percepcdo dolorosa (NAIDU; PHAM, 2015).

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Dor Crénica (BRASIL, 2012),

o0 tratamento medicamentoso da dor nociceptiva e mista devem seguir os degraus de escala da
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dor. O tratamento € iniciado pelo primeiro degrau, com a utilizacdo de analgésicos, anti-
inflamatorios e fA&rmacos adjuvantes até dose maxima preconizada. Caso ndo ocorra atenuagdo
dos sintomas ap0s uma semana, havera passagem para o degrau seguinte e iniciara a terapia
com opiddes de diversas doses ou podendo chegar até a intervencao cirdrgica.

O tratamento da dor ainda permanece um desafio na medicina moderna, com opioides,
anticonvulsantes e anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) continuando como as principais
opcoes farmacoldgicas para aliviar tanto dores agudas quanto cronicas (KOLLER et al., 2019;
WERTLI & STEURER, 2018). No entanto, o uso indiscriminado e excessivo desses
analgésicos, que sdo os medicamentos mais vendidos no Brasil, expbe a populacdo a efeitos
colaterais graves e interagcdes medicamentosas perigosas (YAN et al., 2016). Exemplos comuns
de analgésicos incluem o paracetamol e a dipirona, juntamente com anti-inflamatérios como
ibuprofeno e naproxeno. Além disso, opioides como tramadol e codeina, bem como
antidepressivos como a duloxetina, séo utilizados no tratamento de dores agudas e crdnicas
(WILL et al., 2018; DE OLIVEIRA FILHO et al., 2020).

A terapia com os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) consiste em inibir a geracédo
da COX-1e COX-2, fator de necrose tumoral (TNF-a) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
reduzindo com isso, a vasodilatacdo e dor gerados pelas prostaglandinas (PGE2) e
prostaciclinas (PGI2). Além disso, o tratamento com os AINEs causa efeitos adversos
gastrointestinais, renais e cardiovasculares (DWIVEDI et al., 2015).

Apesar de sua ampla prescricdo e uso global, o paracetamol, também conhecido como
acetaminofeno, esta associado a um aumento significativo da hepatotoxicidade ao longo das
ultimas décadas, sendo a principal causa de Insuficiéncia Hepatica Aguda em varios paises,
incluindo os Estados Unidos e a Gra-Bretanha (GHANEM et al., 2016). Mesmo em doses
terapéuticas, a intoxicacdo por paracetamol pode ocorrer, especialmente em individuos com

fatores de risco, como o consumo de &lcool, coadministracdo de medicamentos que afetam a
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enzima citocromo P450 (CYP 450) e a desnutricdo. Apesar desses riscos, o paracetamol é
considerado um dos analgésicos mais seguros quando comparado a outras opg¢fes comuns,
como AINEs e opioides (SARAGIOTTO et al., 2016).

Outro exemplo sdo os agonistas dos receptores opidides exercem seus efeitos
analgésicos diferentes niveis do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), através da
ativacdo dos receptores opidides p a nivel pré e pds-sinaptico, impedindo a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios (ROCHA; LEMONICA; BARROS, 2002).

Os principais efeitos adversos do uso de opiodides incluem depressdo respiratoria,
bradicardia e reducdo na motilidade intestinal. Além do que o seu uso prolongado provoca
inimeras alteracdes celulares responsaveis pelo desenvolvimento de tolerancia, sindrome de
abstinéncia e dependéncia (NASCIMENTO; SAKATA, 2011).

A dependéncia dos opioides é uma preocupacao significativa na area da salde, e a
problemética em torno do seu uso tornou-se especialmente evidente em paises como os Estados
Unidos. Nas Ultimas décadas, os Estados Unidos enfrentaram uma crise de dependéncia de
opioides, resultando em um aumento alarmante de overdoses e mortes relacionadas a essas
substancias. A disseminacdo generalizada de opioides prescritos para o tratamento da dor
crbnica levou a um aumento no nimero de pessoas que desenvolvem uma dependéncia desses
analgeésicos potentes. O vicio em opioides é uma doencga cronica e complexa, caracterizada por
recaidas e remissdes. A epidemia de opioides nos Estados Unidos tem aumentado a
conscientizacdo publica sobre esse problema. Metadona, buprenorfina e naloxona tém se
mostrado eficazes no tratamento de individuos viciados em opioides (WANG et al., 2019).

Outras opgdes terapéuticas para o tratamento da dor incluem o efeito analgésico de
antidepressivos triciclicos, efeitos inibitérios por meio GABAérgicos dos anticonvulsivantes,
uso de antagonistas de receptores NMDA pela via de sinalizacdo do glutamato e utilizacdo de

agonistas a2 adrenégicos. Porém por se tratarem de vias de sinalizagdo comuns com outras
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diversas atividades fisiologicas, estas farmacoterapias incidem num grande rol de efeitos
colaterais e adversos ao seu uso. Os efeitos colaterais mais importantes e perigosos dos
antidepressivos triciclicos incluem problemas cardiacos, como arritmias, e alta toxicidade em
casos de overdose. Nos anticonvulsivantes, destaca-se o risco da sindrome de Stevens-Johnson
e aumento de comportamentos suicidas. Ja nos antagonistas de receptores NMDA, sao
preocupantes as alucinacdes e delirios, além de disfuncdo cognitiva e amnésia. Quanto aos
agonistas 02 adrenérgicos, sdo relevantes a ocorréncia de hipotensdo severa e intensa sedagao.
Tais efeitos exigem atencdo na prescricdo e monitoramento dos pacientes (SAKATA, 2010;
MIKA et al., 2013; PHANG & TAN, 2013; JOHSON; GLASGOW; POVYSHEVA, 2015).
Além da busca por novos compostos derivados de produtos naturais, a utilizacdo de
modelos in silico e in vivo desempenha um papel fundamental na determinagdo da eficacia e
seguranca desses potenciais analgésicos. Os modelos in silico, que envolvem simulacdes
computacionais, permitem prever as interagdes moleculares e avaliar a atividade dos compostos
em diferentes alvos bioldgicos, agilizando o processo de triagem de candidatos promissores
antes dos ensaios in vivo (ASSIS et al., 2020). Ja os ensaios in vivo, realizados em organismos
vivos, permitem investigar a biodisponibilidade, farmacocinética e toxicidade dos compostos
em um contexto mais préximo da realidade fisiol6gica, fornecendo informacdes essenciais para
a selecdo de candidatos que apresentam maior potencial terapéutico e menor risco de efeitos
colaterais. A combinacdo dessas abordagens complementares torna-se imprescindivel para
avancar no desenvolvimento de novos analgésicos eficazes e seguros, abrindo caminho para

terapias mais precisas e individualizadas no tratamento da dor.
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2.2 DOCKING E ESTUDOS in silico

O avanco na capacidade de processamento dos computadores coloca em énfase a area
da bioinformética, que fornece valiosas contribuicdes para a investigacdo de novas moléculas
com atividades bioldgicas. O docking molecular, uma técnica amplamente utilizada nessa area,
tem ganhado destaque devido ao progresso biotecnoldgico dos métodos de purificagdo de
proteinas, cristalografia de raio-X e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. Esses
avancos permitem a identificacdo detalhada de estruturas proteicas, aléem do depoésito dessas
estruturas cristalograficas em bancos de dados publicos, ampliando a diversidade na avaliacéo
de possiveis interagdes. Essas informagdes também favorecem a eficiéncia do acoplamento,
uma vez que o conhecimento prévio do sitio de ligacéo é essencial para 0 sucesso do processo
(MENG et al., 2011).

O docking molecular é uma ferramenta que permite prever geometricamente e
energeticamente a formacdo de um complexo de interacdo fisico-quimica entre moléculas,
chamadas de ligantes, e macromoléculas tridimensionais presentes no organismo, como
lipidios, proteinas e acidos nucleicos. Essas informac6es sdo essenciais para o planejamento
racional de farmacos e tém se mostrado especialmente relevantes na investigacdo de produtos
naturais com potencial terapéutico (PINZI & RASTELLI, 2019). Ao explorar a riqueza de
compostos encontrados na natureza, os estudos de farmacologia de produtos naturais buscam
identificar moléculas bioativas que possam ser utilizadas no desenvolvimento de novos
medicamentos. No entanto, a diversidade quimica e a complexidade estrutural desses produtos
podem representar um desafio na busca por moléculas com atividade farmacoldgica especifica
e seletiva (ATANASOV et al., 2021).

Nesse contexto, o docking molecular desempenha um papel crucial, permitindo a

avaliacdo computacional das interacGes entre as moléculas bioativas presentes nos produtos
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naturais e seus alvos moleculares no organismo (SLIWOSKI et al., 2013). A técnica utiliza
modelos matematicos e algoritmos para simular o encaixe das moléculas e prever a afinidade
de ligacdo, além de fornecer informagdes sobre a estabilidade e as forcas intermoleculares
envolvidas na interagdo. A importancia do docking molecular nos estudos de farmacologia de
produtos naturais reside na sua capacidade de acelerar e direcionar o processo de descoberta de
farmacos a partir de fontes naturais. Tradicionalmente, a triagem de compostos naturais era
realizada por meio de ensaios bioldgicos laboriosos e demorados, que demandavam recursos
significativos. Com o uso do docking molecular, é possivel realizar uma triagem virtual inicial,
selecionando 0s compostos mais promissores para experimentos posteriores, 0 que otimiza o
tempo e os recursos envolvidos na pesquisa (REHMAN et al., 2023).

Além disso, o docking molecular permite o estudo das interacbes moleculares em
detalhes, revelando os sitios de ligacdo e as caracteristicas estruturais necessarias para uma
interacdo efetiva entre o composto natural e o alvo molecular. Essas informagdes sé&o
fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de modificacdo estrutural dos compostos
naturais, visando aumentar sua afinidade e seletividade, bem como reduzir efeitos adversos. Ao
explorar diferentes conformacdes e modificacBes quimicas, é possivel otimizar as propriedades
farmacocinéticas dos compostos naturais, aprimorando sua atividade e potencial terapéutico
(ZHAO; HUANG; CAFLISCH, 2012).

E importante ressaltar que o docking molecular é uma ferramenta complementar aos
estudos experimentais, sendo fundamental para direcionar as etapas subsequentes da pesquisa.
A combinacdo de abordagens in silico e in vitro/in vivo permite uma investigacdo mais
abrangente e integrada, validando os resultados obtidos computacionalmente e fornecendo uma
base solida para o desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais (PINZI &

RASTELLI, 2019).
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Em conclusdo, o docking molecular desempenha um papel crucial nos estudos de
farmacologia de produtos naturais, permitindo a predicdo e avaliagdo das interagcdes entre
compostos bioativos e alvos moleculares (SLIWOSKI et al., 2013). Essa técnica contribui para
o planejamento racional de farmacos, acelerando o processo de descoberta e direcionando a
modificagdo estrutural dos compostos naturais. Ao combinar abordagens in silico e
experimentais, os estudos de docking molecular fortalecem a pesquisa de produtos naturais

como uma fonte valiosa de novos medicamentos. (REHMAN et al., 2023).

2.3 TESTES in vivo PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Os testes in vivo sdo etapas fundamentais no processo de desenvolvimento de novos
farmacos, permitindo uma avaliagdo mais abrangente e realista dos efeitos dos compostos em
organismos Vvivos. Esses ensaios sdo essenciais para validar a eficicia terapéutica, a
farmacocinética, a toxicidade e a seguranca dos candidatos a medicamentos. Além disso,
possibilitam a compreensdo dos mecanismos de acao e interacdo do farmaco com o sistema
bioldgico, garantindo maior confiabilidade na transicdo do laboratério para a aplicacdo clinica
(HUGHES et al., 2011). Os testes in vivo fornecem informac6es sobre a biodisponibilidade do
farmaco, a sua distribuicdo nos tecidos-alvo e a sua metabolizacdo, aspectos cruciais para
determinar a dosagem adequada e a frequéncia de administracdo. Esses ensaios também
permitem identificar possiveis efeitos adversos e toxicidades que podem surgir em um ambiente
bioldgico complexo, ajudando a minimizar os riscos associados ao uso do medicamento em
seres humanos (JONES,, et al., 2015).

Apesar dos avangos em tecnologias de teste in vitro e modelos computacionais, os testes

in vivo continuam sendo imprescindiveis para a validagdo dos resultados pré-clinicos,
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fornecendo dados mais completos e relevantes para embasar a decisdo de avangar com o
candidato a medicamento para ensaios clinicos (TRAN et al., 2020; JONES et al., 2015).

Em suma, os testes in vivo sdo uma etapa crucial no desenvolvimento de novos
farmacos, oferecendo informacgdes fundamentais para garantir a eficacia e seguranca desses
medicamentos em seres humanos. A realizacdo cuidadosa desses ensaios é fundamental para a
identificacdo de potenciais candidatos a medicamentos com o melhor perfil terapéutico e a

minimizagdo de possiveis efeitos adversos.

2.4 PRODUTOS NATURAIS

As plantas medicinais tornaram-se alvo de interesse para pesquisas cientificas para o
desenvolvimento de novos fArmacos por diversas razdes. Primeiramente, a natureza ¢ uma fonte
rica em compostos quimicos que exibem uma ampla gama de propriedades biologicas. Muitas
plantas e produtos naturais tém sido tradicionalmente utilizados na medicina popular de varias
culturas ao redor do mundo, o que sugere que podem conter substdncias com potencial
terapéutico. Como consequéncia, a pratica médica beneficiou-se com um novo arsenal
terapéutico, como por exemplo, o fArmaco 4cido acetilsalicilico (AAS), originado da salicina
da espécie Salix alba. Parte dos medicamentos encontrados atualmente sdo derivados de
vegetais, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados terrestres, o que demonstra a
importancia destas fontes na busca de novos tratamentos para diversas doencas. Percebe-se a
necessidade maior de estudos ao notar que o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza
muitas vezes o unico recurso terapéutico de diversas comunidades e grupos étnicos (DE
SOUSA et al., 2007; HOEFFEL et al., 2011).

Apesar da sua importancia, o potencial que o Brasil possui para a descoberta de novos

farmacos derivados de produtos naturais ainda era pouco explorado, diferente do que ocorre em
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paises como Alemanha, Canada e Estados Unidos que possuem um alto investimento financeiro
em pesquisas na area das plantas medicinais, porém em um panorama mais recente a quimica
de produtos naturais do Brasil cresceu e se diversificou de maneira notavel no século XXI. O
amadurecimento dessa ciéncia no contexto nacional trouxe varias descobertas principalmente
no ambito das plantas medicinais e seus derivados, como fibras corantes e 6leos essenciais (DE
SOUSA et al., 2007; BORGES et al., 2017).

Dentre os produtos extraidas das plantas, os 6leos essenciais representam importante
fonte de novos compostos bioativos. Eles sdo complexos aromaticos que contém uma mistura
de diversos fitoconstituintes quimicos oriundos do metabolismo secundario de plantas
aromaticas. Esses compostos tém sido amplamente estudados devido as suas propriedades
bioldgicas exercidas sobre animais, plantas e seres humanos. Sua rica composi¢do quimica ¢
responsavel por esse perfil diversificado, destacando-se dois grupos principais de estruturas de
baixo peso molecular: os terpenos e terpenoides € os compostos aromaticos alifaticos. Os
terpenos sdo considerados o grupo mais importante na composicao dos dleos essenciais. Eles
sdo formados pela combinacdo de unidades de isopreno (C5) e geram moléculas com estruturas
e fungdes distintas. Essas moléculas terpénicas sdo classificadas de acordo com a quantidade
de unidades de isopreno presentes em seu esqueleto carbdnico. Os terpenos mais comuns
encontrados nos dleos essenciais sao os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos
(C20). Quando essas moléculas terpénicas apresentam atomos de oxigénio em sua estrutura,
elas sdo denominadas de terpenoides. Essa presenca de oxigénio confere propriedades
adicionais aos terpenoides, ampliando sua diversidade estrutural e potencial biologico
(BAKALLI et al., 2008; BASER & BUCHBAUER, 2010; SHARIFI-RAD et al., 2017).

O citronelal, também conhecido como rhodinal, ¢ um monoterpeno biologicamente
ativo naturalmente encontrado nos Oleos essenciais de Eucaliptus citriodora (60-80 %),

Cymbopogon winterianus (capim-citronela) (35 %), Cymbopogon citratus (capim-limao) (<
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5%), dentre outros. Ligeiramente solivel em agua, trata-se de um liquido incolor bastante
instavel que apresenta um agradavel odor de limao, porém menos doce e frutado que o citral.
Possui ponto de ebulicdo em 201-207°C, densidade de 0,855 g/cm?, massa molar de 154,25
g/mol e um centro estereogenico, que permite a existéncia das formas dextrogira (R)-(+) e
levogira (S)-(-). E largamente utilizado na fabrica¢do de fragancias e perfumes, repelentes e de
outros quimicos aromaticos. Além disso, o citronelal possui atividades antimicrobianas

constatadas, sobre bactérias e fungos do género Fusarium e Candida (OLIVEIRA et al., 2006).

CHs; CHs O CHj (;'HS O
)\“/\/VLL
ch)*“‘“/\/'\/LL H HsC H
R-(+) Citronelal 5-[-} Citronelal

Figura 2- Estruturas quimicas do (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal

Sédo varias as atividades biologicas descritas para o citronelal (mistura racémica), entre
as quais se destaca seu uso como repelente, de forma topica sendo capaz de repelir insetos
durante 4 horas seguidas (MAIA & MOORE, 2011). Além disso este monoterpeno ja revelou
acao antimicrobiana (SEIXAS et al., 2011; CAVALCANTI et al.,, 2011), alelopatica,
antioxidante (ANDRADE et al., 2012) e herbicida (BRITO et al., 2012a). Diversas plantas que
produzem o citronelal em mistura racémica sdo utilizadas em todo mundo, principalmente na
América do Sul, no tratamento de diversas doencas, em especial para o tratamento da dor (LU
et al., 2006).

Quando testado seu efeito de antinocicepgdo, o citronelal apresentou resultados
interessantes e um mecanismo de ac¢éo da similar & morfina, caracterizando assim um efeito nos

receptores opidides (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010). Além de uma atividade
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antinociceptiva sobre modelos de testes orofaciais induzidos pela formalina e diminui¢do da
nocicepdo utilizando modelos com glutamato e capsaicina. Apresentou também uma atividade
antioxidante em baixas doses como 0,1 e 1 mg/mL em estudos in vitro demostrando alta
capacidade redox e possibilidade de utilizagdo em outros modelos de pesquisa relacionados
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2011).

Melo et al. (2010) demostraram a atividade do citronelal em modelos de hipnose
sedagdo e nocicepg¢ao, avaliando que em doses a partir de 50 mg/kg o fitoconstituinte garantiu
um aumento do tempo de sono dos animais e diminuiu o efeito nociceptivo induzido por um
modelo de estudo utilizando o acido acético. Mais recentemente, Santos et. al. (2016)
realizaram testes com o citronelal associado a P-ciclodextrina, tendo um efeito anti-
hiperalgésico na dor muscular ndo inflamatoria cronica em camundongos, este efeito maior do
que a forma sem associa¢do, ¢ neste mesmo estudo foi mostrado a interacao in silico do
composto citronelal com receptores do tipo glutamatérgicos, concluindo que ¢ um possivel
mecanismo de acdo a ser estudado para esta inibicdo de nocicep¢ao (ASSIS, et al., 2020).

Ao ser testado nas duas formas enantiomericas, foi percebido uma alta atividade
inibitdria, sobre microorganismos, do isomero (R)-(+) citronelal e uma atividade pouco menor
do isomero (S)-(-) citronelal, caracterizando assim uma estereo seletividade em sua atividade,
além de que outros estudos demostraram uma toxicidade baixa sobre hemécias em um modelo
de hemolise (OLIVEIRA, 2016; COSTA, 2017). O citronelal demonstra ser seguro para estudos
em farmacologia, uma vez que as doses letais (DLso) dos 6leos essenciais contendo esse
monoterpeno € do proprio citronelal foram consideravelmente altas em testes com
camundongos. Os valores de DLso para o dleo essencial de Eucalyptus citriodora foram de
5.000 mg/kg, enquanto para o citronelal isolado foram de 2.609 mg/kg. Além disso, estudos
realizados com o o6leo essencial de melissa (Melissa officinalis L.), que também apresenta o

citronelal em sua composi¢do, revelaram um valor de DLso em camundongos BALB/c de 2,57
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g/kg. Esses resultados indicam uma margem de seguranga significativa para a utilizagdo do
citronelal em pesquisas farmacoldgicas, mesmo que possam haver variagdes de acordo com o
método utilizado (Via oral), estes resultados o tornam uma opg¢ao promissora para investigagoes
futuras com potencial terapéutico (ARAUJO-FILHO et al., 2019; STOJANOVIC et al., 2019).

A abordagem diferenciada de estudos com compostos derivados de produtos naturais ¢
de extrema importincia na farmacologia, pois essas substiancias oferecem uma vasta
diversidade de estruturas quimicas e propriedades bioldgicas potenciais. Ao pesquisar e
compreender as acdes do citronelal, abre-se caminho para a descoberta de novos farmacos com
potencial terapéutico, o que ¢ de grande relevancia para a busca de alternativas eficazes no
tratamento da dor e outras condi¢des de saude. A investigacao desses compostos naturais amplia
as possibilidades de encontrar novas moléculas com atividade farmacolégica, contribuindo para
o avango da ciéncia e aprimorando as opgdes terapéuticas disponiveis. Dito isto este estudo
busca trazer a tona e investigar os efeitos dos enantidmeros (R)-(+) e (S)-(-) do citronelal em
relagdo a atividade antinociceptiva, além de explorar seus posicionamentos espaciais almejando
assim determinar uma melhor atividade destes compostos, visando a possibilidade de

conhecimento que serd extraida desta avaliagdo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar comparativamente a atividade antinociceptiva decorrentes da administracéo de

isdmeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal, em modelos in vivo e in silico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar por modelo in silico as formas de docagem molecular dos isémeros, (R)-(+) e
(S)-(-) citronelal, com proteinas relacionadas a cascata de nocicepcao;

e Caracterizar os efeitos sobre 0 SNC de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal;

e Comparar a atividade sobre 0 SNC de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal;

e Avaliar comparativamente a coordenacdo motora dos animais adiminstrados com (R)-
(+) e (S)-(-) citronelal;

e Auvaliar a atividade antinociceptiva dos enantiomeros em modelos de nocicepgédo
quimica e térmica;

e Propor de acordo com avaliagdo comparativa destes monoterpenos, seu possivel

mecanismo de acao e sua variagdo de acordo com posicionamento espacial.
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4. MATERIAIS E METODOS

41  MATERIAL E INFRAESTRUTURA

4.1.1 Local de trabalho

Os estudos in silico, foram desempenhados em parceria com o Laboratério de
Quimioinformética da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
Os testes in vivo foram realizada no Laboratorio de Psicofarmacologia da Universidade

Federal da Paraiba (UFPB), sob responsabilidade do Prof. Dr. Reinaldo N6brega de Almeida.

4.1.2 Substancias

Todas as substancias utilizadas neste estudo, incluindo os farmacos padrdo, agonistas,
antagonistas e os isdbmeros de citronelal, foram adquirido da Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), com excecdo da morfina e naloxona que foram doados pelo laboratério farmacéutico
brasileiro, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos, LTDA (Itapira, SP, BR). Todas as
substancias utilizadas no estudo, e em posse do laboratério, foram armazenadas em local e
temperatura apropriadas no almoxarifado do Laboratério de Psicofarmacologia/ UFPB. Todas
as substancias foram diluidas em solucéo salina e administrado por via intraperitoneal (i.p.) em
um volume total de 0,1 mL/10 g. Os isomeros de citronellal foram inicialmente emulsificado
com Tween 80 (0,5%) em soro fisiologico 0,9%. O grupo controle recebeu o veiculo (Tween

80-0,5% em solucéo salina a 0,9%).

4.1.3 Animais
Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos Swiss (Mus

musculus), machos, adultos, saudaveis, pesando entre 25 e 35 gramas, com seis semanas de
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vida, disponibilizados pelo Biotério Prof. Thomas George da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
Pesquisa da Universidade Federal da Paraiba, sob protocolo CEUA n° 9586090819 (Anexo ).

O presente estudo caracterizou-se como um ensaio ndo-clinico, randomizado,
controlado e duplo-cedo, estando de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle
da Experimentacdo Animal (CONCEA). O protocolo experimental utilizou-se ferramentas in
silico para obtencao de dados preliminares e prevencdo da extrapolacdo de nimero de animais
a serem utilizados. Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes atuais para o
cuidado de animais de laboratorio, bem como diretrizes éticas para investigacdes de dor
experimental em animais (Damy, et al, 2010)

Os animais foram submetidos ao ciclo claro-escuro de 12 horas (claro 6-18h), com agua
e dieta balanceadas ad libitum. Todos os experimentos foram executados sempre utilizando os
mesmos observadores, previamente calibrados, no turno da tarde. As bancadas metélicas e o0s
aparelhos utilizados foram higienizados com alcool 70%, entretanto, durante os testes, foi
utilizado etanol com baixa graduacdo (10%), na tentativa de diminuir possiveis odores que
possam interferir no comportamento dos animais. Para a avaliacdo, foram utilizadas caixas de
madeira em formato triangular, com duas paredes de 25cm de altura e largura, formadas por
espelho e vidro transparente. O pesquisador, previamente treinado, realizou a observacao direta
intensiva do comportamento do camundongo.

Para o célculo amostral, foram utilizados os resultados obtidos a partir das investigaces
de La Rocca et al. (2017). Assim, adotou-se um estudo como bicaudal, com nivel de
significancia de 5%, r=-0,878 (magnitude do efeito) e poder estatistico de 80%, resultando em
6 animais por grupo. Ao final dos experimentos, o quantitativo de 336 animais fora utilizado, e

sua participacdo no estudo descrita no relatério final ao CEUA (Anexo I1).
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4.1.3.1 Eutanésia

Para diminuir ou evitar o sofrimento dos animais foram respeitados os tempos limites
de exposicdo do animal aos estimulos dos testes, a fim de evitar lesdo tecidual e estresse
desnecessario. Apo6s o periodo experimental, os camundongos foram pré-anestesiados com
acepromazina (4 mg/kg), e anestesiados com uma mistura de cloridrato de quetamina (300
mg/kg) por via intramuscular e cloridrato de xilazina (30 mg/kg) por via intraperitoneal, em
dose suficiente para eliminar o reflexo corneal. Apos a auséncia do reflexo corneal, administra-
se 2 mmol/kg de cloreto de potéssio e os camundongos sdo eutanasiados por deslocamento
cervical (Association American Veterinary Medical — AVMA, 2020; BRASIL, 2019). Todos
os procedimentos desde o inicio do estudo até o0 momento de eutanésia foram realizados para

evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

4.2 ENSAIQOS in silico

As simulac6es de Docking molecular foram utilizadas para investigar o mecanismo de
acao dos monoterpenos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal, através da afinidade de ligacdo dos
compostos e as enzimas selecionadas no estudo, para que contribua com o efeito nos receptores
gue, uma vez ativados, iniciam uma cascata de eventos bioguimicos que culminam com a
nocicepgéo.

Para isso foi realizado um rastreio com diversas proteinas envolvidas para esses efeitos.
Para utilizagdo como compostos testes as estruturas do (R)-(+) e (S)-(-) citronelal foram obtidas

através do PubChem (respectivamente “https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/75427” e

“https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/443157). As estruturas 3D das enzimas

referentes aos receptores de Glutamato foram obtidas do Protein Data Bank (PDB)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/75427
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/443157

(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (BERNSTEIN et al.,

selecionadas e informagdes detalhadas sobre elas podem ser visualizados na Tabela 2.
Inicialmente, todas as moléculas de dgua foram removidas da estrutura cristalina e o desvio
quadrético médio (RMSD) foi calculado a partir das poses, indicando o grau de confiabilidade

do ajuste. O RMSD fornece 0 modo de conexdo proximo a estrutura experimental e é

considerado bem-sucedido se o valor for inferior a 2,0 A.

Tabela 2 - InformacGes sobre as proteinas selecionadas no estudo.

1977).

As proteinas

3-cloro-N-(piridin-3-ilmetil)-1-benzotiofeno-2-
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Receptor
4DJH 2.90 A
Opioide kappa
JDTic
Receptor
AEJA 3.40 A
Opioide Delta
Naltrindol
H
Receptor
5CM1 2.07 A
Opioide Mu
BU72

4.2.1 Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0

O software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) foi utilizado com os parametros
predefinidos no mesmo software. O ligante complexado foi usado para definir o sitio ativo. Em
seguida, os compostos foram importados, para analisar a estabilidade do sistema através das
interacOes identificadas com o sitio ativo da enzima, tomando como referéncia o valor

energético do MolDock Score (AZEVEDO & WALTER, 2010). O algoritmo MolDock SE
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(Simplex Evolution) foi usado com os seguintes parametros: Um total de 10 execug¢des com um
maximo de 1.500 intera¢fes usando uma populacdo de 50 individuos, 2.000 etapas de
minimizacao para cada residuo flexivel e 2.000 etapas de minimizacao global por simulagdo. A
funcéo de pontuagdo MolDock Score (GRID) foi usada para calcular os valores de energia de
encaixe. Um GRID foi fixado em 0,3 A e a esfera de busca foi fixada em 15 A de raio. Para a
andlise da energia do ligante, foram avaliadas as interacdes eletrostaticas internas, ligacbes de
hidrogénio internas e tor¢oes sp2-sp2 (THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006).

Os resultados para cada calculo foram analisados para obter os valores de energia de
afinidade (Kcal/mol) para cada conformagdo do ligante em seu respectivo complexo, e

imprecisdes estruturais provaveis foram ignoradas nos calculos.
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4.3 ENSAIQOS in vivo

4.3.1 Triagem Farmacoldgica

A triagem farmacoldgica experimental € uma metodologia simples que possibilita
verificar o potencial terapéutico que o agente testado possui e, em caso negativo, descarta-lo,
evitando desperdicio de tempo, droga e animais. Para avaliar o possivel efeito de uma droga no
Sistema Nervoso Central (SNC), sdo tomados como parametros o aparecimento de alguns sinais
ou mesmo alteracdo do comportamento de camundongos (ALMEIDA et al., 2006).

Os animais foram divididos em grupos e tratados com as duas substancias teste, (R)-(+)
e (S)-(-) citronelal, por via intraperitoneal, nas concentrac6es de 25, 50 e 100 mg/kg cada, doses
estas baseadas em resultados de estudos preliminares realizados por Melo et al. (2010) e as
alteracdes decorrentes da administracdo das drogas-teste foram comparadas ao grupo que
recebera somente o veiculo. Foram feitas anota¢des dos pard@metros comportamentais (Anexo
1) em intervalos compreendidos entre 0-30; 31-60; 61-120 e 121-240 minutos apés o

tratamento. (ALMEIDA et al., 2006).

4.3.2 Avaliacdo da coordenagdo motora (teste do rota-rod)

Este teste, descrito por Dunham e Miya (1957), avalia uma possivel propriedade
miorelaxante ou neurotoxica de algumas drogas com perfil depressor no SNC (DE SOUSA et
al., 2007). Nessa metodologia, a coordenagdo motora é verificada por meio da capacidade do
animal em permanecer sobre uma barra giratoria em intervalos de tempo pré-estabelecidos

(MATTEI & FRANCA, 2006).
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Foi realizado uma pré-selecdo dos animais 24 horas antes do experimento (ndo havera
administracdo das drogas). Nesta pré-selecdo foram excluidos os animais que ndo conseguirem
permanecer sobre a barra giratoria (7 rotagdes por minuto) por, pelo menos, um minuto em trés
tentativas.

No dia do experimento, os camundongos foram colocados na barra giratoria e foi
cronometrado o tempo de permanéncia, em até 3 minutos, sendo estabelecido um limite
maximo de trés quedas para cada animal (DUNHAM e MIYA, 1957). A avaliacdo da
coordenacgdo motora foi avaliada apds 30, 60 e 120 minutos da administracdo da droga. A cada
grupo de animais (n=6), foram administradas doses do (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na
concentragdo de 50, 100 e 150 mg/kg cada e como grupo controle positivo foi utilizado o

Diazepam (4mg/Kkg).

4.3.3 Avaliagéo da atividade antinociceptiva

4.3.3.1 Teste da placa quente

Este teste, descrito por Eddy e Leimback (1953), representa uma modificacdo do modelo
original de Woolfe e MacDonalds (1944). Consiste em quantificar o tempo que o animal
permanece sobre uma superficie metalica previamente aquecida a 56 + 1° C. O tempo em
segundos que o animal leva para lamber, levantar ou morder uma das patas € cronometrado e
considerado como um indicativo de dor, ja que sdo respostas nociceptivas integradas supra-
espinhalmente (YAMAMOTO et al., 2002).

Os animais foram pré-selecionados, sem a administracdo de nenhuma substancia, e
foram considerados aptos os que obtiverem um tempo de resposta a dor inferior a 10 segundos

guando colocados sobre a placa gquente aquecida. Os camundongos foram individualmente
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colocados sobre a placa aquecida ap6s 30, 60 e 120 minutos dos tratamentos com veiculo, com
as substancias teste (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na concentragdo de 50, 100 e 150 mg/kg cada,
ou morfina (10 mg/kg, i.p.) como controle positivo. O tempo méximo foi definido como 15

segundos para evitar lesdo tecidual.

4.3.3.2 Teste da formalina

O teste da formalina foi realizado como descrito por Hunskaar e Hole (1985) em
camundongos. Nesta metodologia, foi realizada uma administragido de 20 pl de formalina a 2%
na regido subplantar da pata traseira direita do animal, o que induz a estimulacdo dos
nociceptores, sendo o tempo de lambida da pata considerado indicativo de resposta nociceptiva
(SOUZA et al., 2000). E um modelo bifasico de comportamento de dor, onde se observa a fase
neurogénica, que ocorre apds cerca de 5 minutos onde a inibigdo dessa fase € indicativa de
drogas analgésicas que atuam a nivel central; apds um periodo de 10 minutos (interfase), é
contabilizado o tempo de lambida da pata por um periodo de 15 minutos, onde se observa a fase
inflamatdria, que é gerada pela ativacdo dos nociceptores e também pela liberacdo de
mediadores quimicos da inflamacéo.

A formalina foi administrada por via subplantar na pata posterior direita apds 30 minutos
dos tratamentos com veiculo, com as substancias teste (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na
concentragdo de 50, 100 e 150 mg/kg cada, ou morfina (10 mg/kg, i.p.) como controle positivo.
O tempo total de lambida da pata foi registrado nas duas fases descritas apos a inje¢do da

formalina.
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4.3.4 Analise pela via opidide

A via opiode apresenta uma das mais ulitizadas no tratamento da dor atualmente e uma
das drogas de primeira escolha como padréo ouro de utilizagdo nos estudos de nocicepcéo. Para
a investigacdo de um possivel envolvimento e suas modificagGes nos receptores opioides bem
como na resposta antinociceptiva do (R)-(+) e (S)-(-) citronelal, foi utilizado a naloxona, que é
um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides (BODNAR et al., 2009).

O grupo controle foi tratado com veiculo. Outros grupos contendo 6 camundongos cada
foram tratados com doses de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal, e o controle positivo morfina 10 mg/kg,
i.p., respectivamente. Mais grupos receberdo um pré-tratamento com naloxone (5 mg/kg, s.c.),
15 minutos antes da administracéo de (R)-(+) ou (S)-(-) citronelal, ou morfina. Apds 30 minutos
da administracdo de morfina e (R)-(+) ou (S)-(-) citronelal, os camundongos foram submetidos

ao teste da formalina.

4.3.5 Avaliacdo antinociceptiva com alvos especificos

Para os estudos subsequentes, foi selecionado o isbmero com maior atividade em sua

concentracdo mais efetiva que foi observado em todos os estudos e ndo foi determinado ainda

seu mecanismo de acdo, chegando ao resultado do isdmero (S)-(-) citronelal (100 mg/kg).

4.3.5.1 Via Glutamatérgica

Inicialmente, o teste de indugdo de nocicepcdo por glutamato foi realizado. Esse
experimento foi descrito por Beirith, Santos e Calixto (2002), com modificagdes. Os animais

foram submetidos a administracdo intraperitoneal (S)-(-) citronelal (100 mg/kg), veiculo
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(controle) e MK-801 (Dizocilpina) (10 mg/kg), (um inibidor especifico do receptor de
glutamato), 30 minutos antes da injecéo de glutamato. Foi utilizado um volume de 20 pL de
solucdo de glutamato (30 pM/pata), que foi injetado intraplantarmente na superficie ventral da
pata traseira direita do camundongo. Em seguida, os animais foram observados por 15 minutos

apos a aplicagdo do glutamato.

4.3.5.2 Via do receptor transitério

A nocicepg¢ao induzida pela capsaicina foi realizada por inje¢ao subcutanea de 20 pL
(2,5 pg) de capsaicina, dissolvida em etanol, dimetil sulfoxido e agua destilada (1:1:8), por via
intraplantar na superficie ventral do camundongo pata traseira direita. Os animais foram
submetidos a administracdo intraperitoneal (S)-(-) citronelal (100 mg/kg), veiculo (controle)
morfina (10 mg/kg), 30 min antes do injecdo de capsaicina. O comportamento nociceptivo de

lamber a pata foi observado por 20 minutos (TAMADDONFARD et al., 2015).

4.3.6 Avaliacdo de mecanismo de acdo utilizando antagonistas especificos

Os seguintes testes foram realizados para tentar determinar um possivel mecanismo de
acdo do composto estudado, para isso, foram utilizados antagonistas conhecidos de cada via
envolvida, direta ou indiretamente, com a nocicepgédo, para descobrir se a inibi¢cdo dessa via
seria capaz de reverter a atividade do (S)-(-) citronelal. Para definir o efeito nociceptivo, foi
utilizado o teste da formalina descrito acima, com um pré-tratamento dos antagonistas.

Cada grupo recebeu pré-tratamento com o antagonista da via 15 minutos antes da

administracdo de (S)-(-) citronelal, sendo eles: glibenclamida (10 mg/kg, s.c.) para avaliar a
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acao nos canais K+ATP, ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.) para avaliar a agdo nos receptores a2-
adrenérgicos, sulpirida (20 mg/kg s.c.) para a via dopaminérgica, ou cafeina (10 mg/kg s.c.)
como antagonista do receptor adenosinérgico. Ap6s 15 minutos de pré-tratamento, eles foram
tratados intra-peritonealmente com (S)-(-) citronelal (100 mg/kg) ou veiculo (controle). Apos

30 minutos, o teste da formalina foi realizado (LOPES, et.al. 2012).



50

4.4  ANALISE ESTATISTICA

4.4.1 Gerenciamento dos dados e cegamento

O gerenciamento dos dados e métodos de cegamento foram realizados objetivando
reduzir possiveis vieses no método de coleta e analise dos dados. A pesquisa teve o
sequenciamento de testes randomizados, com alocagdo aleatéria dos animais, utilizando o
software Random Allocation 2.0.

O cegamento dos experimentos ira ocorrer da seguinte forma: o pesquisador A realizou
a preparacao dos materiais necessarios para a execu¢do dos testes e codificacdo dos animais e
fez aplicagdo das substancias; o pesquisador B, que estava cego para as substancias e doses
recebidas pelo animal fez a observacdo direta intensiva do comportamento nociceptivo do
animal, de acordo com o tempo de cada substancia indutora. A seguir, a analise estatistica dos
dados foi realizada pelo pesquisador C, também cego. Por fim, o pesquisador A fez a

recodificacdo dos dados analisados pelo pesquisador C.

4.4.2 Analise de resultados

Para a analise estatistica, utilizou-se o teste ANOVA one-way seguida pelo teste de

comparagGes multiplas de Dunnett, foi realizado usando GraphPad Prism versdo 8.0.0 para

Windows (GraphPad Software, San Diego, Califoérnia, EUA, “www.graphpad.com”). Os dados

obtidos foram expressos como média = e.p.m. (erro padrdo da média), sendo os valores

considerados significativos, quando apresentassem um nivel de significancia de 5%.


http://www.graphpad.com/

o1

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DOCKING MOLECULAR

Os compostos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal foram submetidos ao rastreio por meio de
Docking molecular em 9 proteinas referentes aos receptores de Glutamato do tipo AMPA,
NMDA e GLU-R3, aos receptores opioides do tipo kappa, Delta e Mu., e receptores transient:
TRPV1, TRPM8 e TRPAL. Os resultados de docking foram gerados utilizando a funcéo de
pontuacdo MolDock Score. Valores mais negativos indicaram melhores previsoes para a funcéo
de pontuacdo em estudo. A proteina em que o composto obteve valores de energia de ligacao

menor ou proximo ao controle positivo foi considerada ativa.

Tabela 3 — Valores de RMSD para as proteinas selecionadas no estudo.

Proteina (PDB) Ligante PDB RMSD

Receptor de Glutamato AMPA GLU 0.16
(PDB: 3DLN)

Receptor de Glutamato 3 GLU 0.20
(PDB: 1S50)

Receptor de Glutamato NMDA GLU 0.13
(PDB: 2A5S)

Receptor Opioide kappa JDC 0.22
(PDB: 4DJH)

Receptor Opioide Delta EJ4 0.19
(PDB: 4EJ4)

Receptor Opioide Mu VF1 0.29
(PDB: 5C1M)

Os resultados de docking gerados pelo algoritmo MolDock Score foram validados pelo
redocking do ligante cristalografico com todas as proteinas investigadas. Os desvios da raiz
quadrada média (RMSDs) das poses de ajuste obtidas foram calculados em comparagdo com a
estrutura cristalina. Os valores RMSD inferiores a 2 A indicam um grau ideal de confiabilidade
de triagem (Hung et al., 2011). As informagdes sobre as estruturas de partida e os resultados da

validagdo de redocking sdo mostradas na Tabela 3. Durante a analise de redocking, a maioria
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dos valores RMSD estavam abaixo de 2,0 A, ou seja, as poses geradas posicionaram o ligante
corretamente no local ativo. Com excecdo dos receptores transiente (TRPAL; TRPMS8 e
TRPV1) que apresentaram valores de RMSD acima do esperado e suas estruturas foram
normalizadas por meio de homologia. No geral, os programas forneceram valores considerados

satisfatorios para a validagdo do docking.

5.1.1 Receptores glutamatérgicos

A tabela 4 mostra as energias de ligacao e as interacOes realizadas pelos (R)-(+) e (S)-
(-) citronelal com os receptores: receptor metabotropico para o glutamato seis (MGIuR6; PDB
ID: 1S50); N-metil-D-aspartato (NMDA; PDB ID: 2A5S); acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPA; PDB ID: 3DLN). Usando como base o ligante endégeno
glutamato e representadas em 2D e 3D as interagdes realizadas pelas moléculas nas figuras 3,
4 e 5. Os controles positivos, com suas interacdes 2D e 3D demostrados nas figuras 6, 7 e 8,
ndo apresentaram energia semelhante ao ligante endégeno glutamato e nem se aproximaram
dos compostos teste. Sendo excluidos da tabela e discorridos a seguir.

O controle positivo para efeito antagdnico no receptor mGIuR6, 3-cloro-N-(piridin-3-
ilmetil)-1-benzotiofeno-2-carboxamida, demostrado na Figura 6, apresentou um moldock
score de -20,95, apresentando interacdes estéricas (linhas tracejadas em vermelho), sendo estas
situadas nos anéis aromaticos e foram efetuadas pelos residuos Ala 91 e Met 190. As interacdes
hidrofobicas (linhas tracejadas em rosa, lilas e azul) compreenderam 0s grupamentos apolares
e foram formadas por meio dos aminoacidos Ala 142, Tyr 61, Ala 91, Glu 191, Phe 188, Ala
137 (2 interacOes) e Val 138 (2 interagdes). As interacBes de hidrogénio (linhas tracejadas em
verde) foram estabelecidas pelos residuos Ala 142 e Thr 143 e foram observadas no atomo de

Oxigénio (O) da carbonila.
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Tabela 4- Docking realizado com os ligantes (R)-(+) e (S)-(-) citronelal em receptores
Glutamateérgicos, exibindo os valores da energia de interaco, e os residuos dos quais sao feitos

essa ligacdo, dos compostos e do ligante padrdo dos receptores.

Proteina Nome (I(Ecna(i;?r:gl) Interacéo
Tipo Residuos
Lig-H 2-Thrl143, 2-Alal42, 2-
Ligante Arg96, 1-Ala9l, 1-
Glutamato -89.1086 GLu191, 1-Prog9
Eletrostatica | 2-Arg96, 2-Glu191
Estérica 1Tyr-61, 1Tyr143
Lig-H 1-Alal42, 1-Arg96
1S50 78,5104 Eletrostatica | -

(mGIuR6) | (R)-(+) citronelal ' Estérica 1-Val138, 1-Thrl42, 2-
Alal42, 1-Glu191,
1Pro-89, 1-Tyr61

Lig-H 1-Ala91, 1-Arg96
Eletrostatica | -
(S)-(-) citronelal 87.3034 I E tarica 1-Leu189, 1-Arg96, 2-
Tyr61, 2-Thrl43, 2-
Glul91
Tipo Residuos
Lig-H 2-Thr147, 1Asp215, 2-
Ligante Argl121, 1-Thrl16, 1-
Glutamato -101.002 Serl73, 1-Serl14
Eletrostatica | 2-Arg121, 1His88, 1-
Asp215
Estérica -
Lig-H 1-Argl121, 1-Thrl16
2 ABS _ Elet,r(_)stética -

(NMDA) (R)-(+) citronelal | -90.4425 | Estérica 1-Thrl74, 2-Vall162, 1-
Asp215, 1-Serl73, 1-
Serll4

Lig-H 1-Arg121, 1-Serl73
Eletrostatica | -
Estérica 2-Serl14, 1-Glul6, 1-
(S)-(-) citronelal | -88.1719 Argl121, 1-Tyrl16, 1-
Asp215, 1-His88,1-Gly-
172, 1-Thrl74, 1-
Vall161, 1-Glul75
Tipo Residuos
Lig-H 2-Arg96, 1-Thro1l, 1-
Ligante Glu193, 1-Pro89, 2-
(,il[\)/III_DNA) Glutamato -98.9649 Ser142, 2-Thr143
Eletrostatica | 2-Arg96, 1-Glu193
Estérica 1-Thr143, 1-Ser142
(R)-(+) citronelal | -83.673 | Lig-H 1-Arg96
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Eletrostatica | -
Estérica 1-Thr220, 2-Thr143, 1-
Leul90, 1Gly-141, 1-
Arg96, 1-Thro1, 1-
Pro89, 1-Met196
Lig-H 1-Ser142, 1-Thro1, 1-
Arg96

Eletrostatica | -
(S)-(-) citronelal | -90.2538 | Estérica 1-Thr143, 1-Leul91, 2-
Glul193, 1-Thré1l, 1-
Pro89, 1-Thr91, 2-
Arg96

Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020)

O controle positivo com efeito antagbnico para receptores AMPA, Perampanel,
apresentou um moldock score de -29,68. Este, como visualizado na Figura 7, estabeleceu
interacdes estéricas (linhas tracejadas em vermelho e laranja) por meio dos residuos Lys 144,
Gly 141, Arg 96, Thr 174, Met 196 (4 interac6es), Glu 193 (3 interacfes), Thr 143 e Leu 138.
As interacdes de hidrogénio (linhas tracejadas em verde) foram visualizadas no grupamento
carbonila e nos atomos de Nitrogénio (N), sendo estabelecidas pelos aminoacidos Ser 142, Tyr
61 e Leu 138. A interacdo hidrofébica foi o ultimo tipo de interacdo visualizado,
compreendendo os residuos Leu 90, Tyr 61 (2 interacfes), Leu 192 e Leu 138 (2 interac6es).

O controle positivo para receptores NMDA, Dizolcilpine apresentou um moldock score
de -58,15, e como visto na Figura 8, apresentou interacGes do tipo estéricas (linhas tracejadas
em vermelho) que corresponderam aos residuos Arg 121 e Ser 173 (2 interacGes). As interacdes
de hidrogénio (linhas tracejadas em verde) foram observadas através dos residuos Glu 16 e Thr
116. Ja as interacbes hidrofobicas compreenderam os grupos apolares da molécula e se
formaram por meio dos aminoacidos Tyr 214 (2 residuos), Gly 172 e His 88 (2 interagdes).

As energias de afinidade de ligagdo do composto (S)-(-) citronelal apresentam valor
semelhante ao ligante padrdo glutamato para o receptor mGLUR®6 (receptor metabotrépico do
glutamato do tipo 6). Esta interacdo pode ser devido ao posicionamento espacial que favoreceu

a interacdo da molécula com os residuos de forma semelhante ao glutamato, como mostrado na
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Figura 3. Nessa figura é possivel observar a interacdo da parte hidrofilica da molécula com o
residuo de arginina 96, esta interacdo apresenta-se de forma eletrostatica na molécula do
glutamato e por meio de interacOes estéricas e de hidrogénio na molécula do (S)-(-) citronelal,
para seu isdbmero, (R)-(+) citronelal, foi possivel observar uma interacdo apenas estérica com
este residuo o que pode ter conferido uma menor energia de afinidade para esta molécula, além
do que a mudanca no posicionamento espacial parece ter conferido uma maior distancia a este
residuo. As interacdes de hidrogénio que a molécula (S)-(-) citronelal apresentaram, demostram
que talvez o residuo de alanina91 possa apresentar um maior papel na ativacéo do receptor ou
ao menos conferir uma maior energia de afinidade, enquanto que o isdomero (R)-(+) citronelal
apresentou uma interagdo com o residuo de alanina 142, ndo tdo préximo da molécula o que
pode ter garantido uma menor energia de afinidade para este isomero.

No receptor NMDA as energias ndo apresentaram grande variagdo entre 0s isbmeros,
ambos apresentando uma proximidade com a energia de ligagdo da molécula padrdo. Porém
como visto na figura 4, o composto (S)-(-) citronelal apresentou uma maior interacao estérica
com os residuos a sua volta, enquanto que o (R)-(+) citronelal ndo apresentou tantas ligacdes
mas teve uma energia de afinidade ligeiramente maior.

Em relacdo ao receptor AMPA, foi possivel observar uma maior energia de afinidade
para o isdbmero (S)-(-) citronelal, talvez explicada por um maior nimero de interacdes de
hidrogénio realizadas por sua molécula em comparagdo ao (R)-(+) citronelal que apresentou
apenas uma com o residuo de arginina 96, visualizado melhor na figura 5. Porém com uma
interacdo menor em relacdo ao ligante padrdo, que apresentou mais interagdes e uma maior

energia de afinidade.
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Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020)
Figura 3- Interacdo das moléculas com os residuos de aminoacidos do receptor mGIuR6.
Apresentando trés tipos de interacdes, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado
vermelho) e interacfes de hidrogénio (pontilhado azul). A) Molécula do glutamato, como
ligante padréo; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.
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Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020)

Figura 4- Interacdo das moléculas com os residuos de aminoacidos do receptor NMDA.
Apresentando trés tipos de interacdes, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado
vermelho) e interacdes de hidrogénio (pontilhado azul). A) Molécula do glutamato, como
ligante padréo; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.
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Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020)

Figura 5- Interacdo das moléculas com os residuos de aminoacidos do receptor AMPA.
Apresentando trés tipos de interacdes, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado
vermelho) e interacfes de hidrogénio (pontilhado azul). A) Molécula do glutamato, como
ligante padréo; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.
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Figura 6 - Interacbes 2D e 3D entre o Controle positivo 3-cloro-N-(piridin-3-ilmetil)-1-
benzotiofeno-2-carboxamida e o receptor de Glutamato 6. As ligacdes de hidrogénio séo
destacadas em verde; as interacGes hidrofdbicas sdo destacadas em rosa, azul e em lil&s e as
interacdes estéricas sao destacadas em vermelho.
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Figura 7- Interacbes 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle
positivo Perampanel e o receptor de Glutamato AMPA. As ligacdes de hidrogénio séo
destacadas em verde; as interacdes hidrofébicas sdo destacadas em rosa e em lilas e as
interacOes estéricas sdo destacadas em vermelho.
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Figura 8 - Interacdes 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle
positivo Dizocilpine e o receptor de Glutamato NMDA. As liga¢cdes de hidrogénio séo
destacadas em verde; as interacdes hidrofdobicas sdo destacadas em rosa e lilas e as interacdes
estéricas sdo destacadas em vermelho.
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Estudos anteriores demostraram o poder dos receptores glutamatérgicos de mediarem a
atividade nociceptiva no organismo, bem como o efeito antialgico da sua inibi¢do. Desta forma
pode-se pensar em que os isomeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal tenham o seu mecanismo de acéo
relacionados a atuacdo direta nesses receptores, podendo inibir o efeito nociceptivo da sua
ativacdo ou ativando especificamente alguns de seus subtipos, que sdo relacionados a
modulacédo e controle da atividade algica por esta via. Visto que o isdmero (S)-(-) citronelal,
demostrou in silico uma maior atividade e afinidade por estes receptores, espera-se uma melhor
atividade em estudos in vivo, ou garantir maior especificidade (NEUGEBAUER, 2002;
BLEAKMAN, et al., 2006; PALAZZO, et al., 2017).

Para Santos et al. (2016), a atividade do citronelal estd relacionada aos receptores
glutamatérgicos, visto que em seus estudos que demostraram a atividade anti-hiperalgésica do
composto frente as metodologias in vivo utilizadas, também foi realizada uma atividade in silico
demostrando a interacdo semelhante ao glutamato em receptores do tipo 2 (GluR2). Esta
atividade frente aos resultados expostos, concretizam a necessidade de realizacdo de estudos
mais completos com a molécula do citronelal e seus isémeros, para elucidacdo do seu
mecanismo de acdo e comprovacao da sua atividade em receptores glutamatérgicos, bem como

participacdo em outros receptores.

5.1.2 Receptores opioides

A capacidade dos isémeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal de se ligar aos receptores opidides
foi demostrado na tabela 5, mostrando as energias de ligacdo com o0s receptores: receptor
opiode mii (n; PDB ID: 5SCM1); receptor opiode kappa (x; PDB ID: 4DJH); receptor opiode

delta (8; PDB ID: 4EJ4).
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Tabela 5- Docking realizado com os ligantes (R)-(+) e (S)-(-) citronelal em receptores opidides,
exibindo os valores da energia de interacdo, e 0s residuos dos quais sao feitos essa ligacdo, dos
compostos e do ligante padréo dos receptores.

. Energia <
Proteina Nome (Kcal/mol) Interacao
Tipo Residuos
. Lig-H -
'-J'giri'ée -136.158 | Eletrostatica | -
Estérica 5-Asp138, 1-11e316, 1-Val230, 1-
GIn115
aona) . Lig-H 1-His291
PP citronelal -70.4943 | Eletrostatica | -
Estérica 1-Asp138
Lig-H -
Cigfg;](e'l)al -73.1249 | Eletrostatica | -
Estérica 1-Tyr320
Tipo Residuos
Ligante i Lig-H 1-Tyr129
naltrindol 78.3401 Eletrostatica | -

Estérica 2-Aspl28
4EJ)4 (R)-(+) Lig-H 1-His278
(delta) . -67.4009 | Eletrostatica | -

citronelal —

Estérica -

S)-(- Lig-H 1-Tyrl29
S)-0) | 573551 [Eletrostatica | -
citronelal —

Estérica -

Tipo Residuos

Ligante ) Lig-H 1-Tyr326
BU72 19.2104 Eletrostatica | -

Estérica 1-Tyr326, 5-Aspl147
5C1M Lig-H -

(mi) (R-(Y) | 568301 |Eletrostatica | -
citronelal —

Estérica -

(S)-0) Lig-H 1-Tyr326
) -50.2604 | Eletrostatica | -
citronelal —

Estérica -

Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020)

Os compostos (R)-(+) e (S)-(-) citronelal apresentaram uma energia de afinidade com
0s receptores kappa opioides, porém néo tdo proximas ao ligante de maior afinidade datado na
literatura, JDTic, isto deve ser devido a extensdo da molécula para um melhor acoplamento na
fenda de sinalizagdo do receptor, como visto no acoplamento da Figura 9, além do baixo

namero de interagdes realizadas pelo isdmero em relagdo a molécula padréo (WU, et al., 2012).
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Para os receptores delta opioides, os isdmeros apresentaram energias de afinidade
semelhantes porem com diferentes interagdes, enquanto o (R)-(+) citronelal apresenta interagéo
de hidrogénio com o residuo de histidina278, o (S)-(-) citronelal apresenta interacdo de
hidrogénio com o residuo de tirosinal29, semelhante ao natrindol, molécula de agdo especifica
para receptores delta opioides, como é possivel visualizar na Figura 10. O que pode caracterizar
uma atuacdo bioldgica semelhante da molécula padrdo e ativacéo dos receptores delta opioides
pelo isdbmero (S)-(-) citronelal, podendo apresentar uma atividade distinta do isomero (R)-(+)
citronelal no meio in vivo apesar das suas energias de afinidade com o receptor serem
praticamente idénticas (GRANIER et al., 2012).

J& em relacdo ao receptor mu opidide foi possivel observar uma energia de afinidade
distinta entre os isdbmeros e uma distancia entre eles e a atividade do padrdo BU72, sendo este
um composto de muita afinidade ao receptor mu opidide. (HUANG, et al., 2015) Semelhante a
atividade com o receptor delta opidide, foi possivel visualizar uma interagdo de hidrogénio
semelhante entre a molécula (S)-(-) citronelal e o padrdo, sendo esta realizada no residuo de
tirosina326, como mostrado na Figura 11, enquanto que o (R)-(+) citronelal ndo apresenta
interacdo aparente com nenhum residuo da proteina.

Estudos anteriores derivaram a atividade antinociceptiva do citronelal da sua interacédo
com receptores opioides, 0 que poderia ser caracterizado como uma via de supressao central
para a dor de grande valia para estudos futuros, entretanto ndo foi realizado a diferenciacéo
isomérica e utilizado somente a mistura racémica do produto puro. Foi visto por este estudo in
silico uma maior probabilidade de acdo do isémero (S)-(-) citronelal em relagdo aos receptores
opioides, sendo o receptor delta o de interacdo mais semelhante ao seu ligante de maior
afinidade. Dito isto, é valido serem feitos testes in vivo com ambos 0s isébmeros para
determinacdo do que apresenta melhor atividade e formulagdo do seu mecanismo de agéo.

(QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).
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Figura 9- Interacdo das moléculas com os residuos de aminoacidos do receptor kappa opidide.
Apresentando trés tipos de interacdes, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado
vermelho) e interacfes de hidrogénio (pontilhado azul). A) Molécula do JDTic, como ligante
padréo; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.
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Figura 10- Interacdo das moléculas com os residuos de amino&cidos do receptor delta opidide.
Apresentando trés tipos de interacdes, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado
vermelho) e interagbes de hidrogénio (pontilhado azul). A) Molécula do naltrindol, como

ligante padréo; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.
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Figura 11- Interagdo das moléculas com os residuos de aminoacidos do receptor mi opidide.
Apresentando trés tipos de interacdes, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado
vermelho) e interac6es de hidrogénio (pontilhado azul). A) Molécula do JDTic, como ligante

padrédo;B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.



5.1.3 Receptores de potencial transitorio

Os isomeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal n&o apresentaram grande capacidade de se ligar
aos receptores de potencial transitério TRPV1 e TRPM8, como demostrado na tabela 6,
especificando as energias de ligacdo com os receptores de potencial transitério. Tanto em
energia de afinidade como em interagBes com residuos de amino&cidos, os isbmeros testados
apresentaram uma atividade largamente menor que o ligante padrdo. J& para 0s receptores
TRPAL, os compostos testados apresentaram uma interacdo de maior energia que o seu ligante
mais conhecido, o borneol

Tabela 6- Docking realizado com os ligantes (R)-(+) e (S)-(-) citronelal em receptores de
potencial transitorio, exibindo os valores da energia de interacdo, e 0s residuos dos quais séo

feitos essa ligacdo, dos compostos e do ligante padréo dos receptores.

. Energia <
Proteina Nome (Kcal /?nol) Interacao
Tipo Residuos
Lig-H 1-Arg557, 1-Asp509, 2-
Liga_nt_e -95.34 Ser512, 2-Glu570
capsaicina ' Eletrostatica | 1-Arg557
Estérica 4-Tyr551, 1-Asp509, 5-Ser512,
5IRZ 4-Arg409
(TRPV1) Lig-H -
() | 30612 [Elerosdiical-
citronelal -
Estérica -
Lig-H -
Clt(rsgn(el)a | | -65.7588 | Eletrostatica | -
Esterica 1-Tyr511
TRPM8 Ligante -108.84 | Tipo Residuos
capsazepina Lig-H 1-Asp 295, 1-Ala 299, 2-Asn
294, 1- Leu 258
Eletrostatica
Estérica 1-Val 193, 1-Ala 298
(R)-(+) -73.78 Lig-H 1-Asn 196, 1-Asn 294
citronelal Eletrostatica | -
Estérica -
(9)-(-) -71.92 Lig-H 1-Asn 196, 1-Asp 295
citronelal Eletrostatica | -
Estérica -
TRPA1 Ligante -40.38 | Tipo Residuos
Borneol Lig-H 1-Pro 1034

Eletrostatica
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Hidrofdbica | 2-Lys 1038, 1-Pro 1034, 1-Met
1042

(R)-(+) -76.87 | Lig-H -
citronelal Eletrostatica | -
Hidrofébica | 1-Phe 1017, 2-Leu 1023, 1-lle
976, 2-Phe 1024, 2-His 1018,
1-Lys 704 e 1-Leu 707.

(S)-(-) -74.94 | Lig-H -
citronelal Eletrostatica | -
Hldrofobica | 1-Leu 708, 1-Leu 707, 2-Lys
704, 3-Leu 1023, 2-His 1018,

1-1le 976, 2-Phe 1024
Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2022)

Os receptores de potencial transiente (TRP’s) representados neste estudo pelos TRPA1,
TRPM8 e TRPV1, apresentaram atividade inferior a substancia controle nos casos dos
receptores TRPM8 e TRPV1. Enquanto que nos receptores TRPALl os compostos teste
apresentaram uma energia de ligacdo superior ao composto teste, no caso o borneol, composto
de j& conhecida atividade sobre essa subfamilia de receptores. (TAKAISHI et al., 2014).

Alguns estudos indicaram que certos monoterpenos, como o cinnamaldehyde e o
carvacrol, podem interagir com o receptor TRPAL. Por exemplo, um estudo realizado por
Alpizar et al. (2013) mostrou que o cinnamaldehyde ativou seletivamente o receptor TRPAL
em neurdnios sensoriais, resultando em uma resposta neuronal e na percepcao de sensacGes
térmicas e dolorosas. Além disso, o carvacrol, encontrado em Gleos essenciais de orégano e
tomilho, também foi demonstrado como um agonista do TRPAL (XU et al., 2006). De acordo
com o estudo realizado por Takaishi et al. (2014), foram avaliados diversos monoterpenos para
identificar antagonistas mais eficazes do receptor TRPAL. Os resultados revelaram que o
borneol, o 2-metilisoborneol e o alcool fenchilico apresentaram efeitos inibitorios mais fortes

sobre o receptor TRPAL humano em comparagdo com a canfora e o 1,8-cineol.



68

Aap %8

Figura 12- Interacdo das moléculas com os residuos de aminoacidos do receptor TRPVL.
Apresentando trés tipos de interacOes, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado
vermelho) e interagdes de hidrogénio (pontilhado azul). A) Molécula do Capsaicina, como
ligante padréo;B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.
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Figura 13- Interagdes 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle
positivo Capsazepina e o receptor Transient TRPM-8. As ligacdes de hidrogénio sdo destacadas
em verde; as interacGes hidrofébicas sdo destacadas em lilas e as interagdes estéricas sdo
destacadas em vermelho.
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Figura 14 - Interacbes 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle
positivo Borneol e o receptor Transient TRPAL. As ligac6es de hidrogénio sdo destacadas em
verde e as interacdes hidrofobicas sdo destacadas em rosa.
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Embora os resultados sejam promissores, sdo necessarias pesquisas adicionais para
aprofundar a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a atividade no receptor
TRPAL. Estudos futuros podem explorar mais detalhadamente esses compostos, investigando
suas propriedades farmacoldgicas, concentracdes eficazes e possiveis interacbes com outros
sistemas de sinalizag&o.

Alguns outros monoterpenos, como 0 myrceno e a carvona, de estrutura semelhante ao
citronelal, porém diferentes atividades, apresentaram uma atividade regulatéria dos receptores
TRPV1, demostrando que nas minimas modificacdes estruturais pode se ter uma grande
modificacdo no seu perfil de atividade bioldgica. Mostrando assim a necessidade de estudos
mais aprofundados quando o assunto é atividade biol6gica de monoterpenos ou substancias que
apresentem diferentes atividades devido a sua isomeria espacial ou geométrica (GONCALVES
etal., 2013; JANSEN et al., 2019).

Os compostos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal apresentaram afinidade nos receptores
glutamatérgicos e TRPAL, indicando seu potencial como agentes ativos nessas vias. No entanto,
é importante ressaltar que esses resultados sdo baseados em simulacdes computacionais (in
silico) e, portanto, estudos in vivo foram necessarios para confirmar e aprofundar nossas
descobertas. Além disso, outros receptores e vias de sinalizacdo podem estar envolvidos na
atividade do citronellal, e explorar esses mecanismos adicionais ¢ fundamental para uma
compreensdo mais completa de suas propriedades farmacoldgicas. Essas investigacdes
contribuiram para o desenrolar da pesquisa e afunilamento do estudo de atividade destes
compostos no meio in vivo tratados a segui no discorrer deste estudo de novos agentes

terapéuticos com propriedades analgésicas e potencial anti-nociceptivo.
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5.2 TESTES in vivo

5.2.1 Triagem Farmacoldgica

O S (-)-citronellal apresentou efeitos de analgesia em todas as doses até 1 hora decorrida
0 experimento, apos 2 horas o efeito foi diminuido. Apresentou também efeitos no reflexo de
endireitamento e em relacdo a forca e tdnus muscular ndo modificados em todos 0s momentos
do experimento, sem ataxia e diminuicdo de reflexos. Estes efeitos foram dose dependente. Os
resultados observados corroboram com estudos anteriores relacionados ao 6leo essencial de
Cymbopogon winterianus. Espécie com grande quantidade de citronellal como principal
fitoconstituinte, porém nao apresentando o efeito depressoor e sedante apresentado pelo 6leo.
(QUINTANS-JUNIOR, et al., 2008)

Enquanto que o R (+)-citronelal apesentou um discreto efeito de analgesia, ja sem
observacao em 1 hora, demostrou contor¢des abdominais em diferentes concentragdes ao longo
do tempo, apresentou diminuicdo do reflexo corneal e de endireitamento, e resposta ao toque
diminuida. Os animais ndo apresentaram ataxia e diminuicdo da forca.

Como citado anteriormente, 0 monoterpeno citronellal, dentre outros componentes séo
capazes de gerar uma leve sedacdo e efeito depressivo do sistema nervoso, isso é observado de
forma mais incisiva no isdmero R (+)-citronellal, devido aos seus resultados pode-se supor que
alguns dos efeitos colaterais da utilizacdo deste 6leo em mistura racémica esteja relacionado
apenas a uma forma enantiomérica. Houve também o fato de apresentar irritagdo ao trato
gastrico do animal, gerando contragdes abdominais. Isto também é observado em estudos
anteriores e visto que sua atividade antinociceptiva era maior do que este efeito. (QUINTANS-

JUNIOR, et al., 2008; Melo et al., 2010)
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5.2.1 Teste do Rota-rod

Apo6s a administracdo de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na concentracdo de 50, 100 e
150 mg/kg cada, os animais foram testados no aparelho rota-rod e os resultados séo expressos
na Figura 15, mostrando que ndo ha interferéncia das substancias testadas no controle motor
dos animais, em comparacgéo ao diazepam na dose de 4 mg/kg, que tem efeito significativo no

tempo de permanéncia dos animais na barra rota rod.

Teste Rota rod

O

'8 200=

m — — — — — — —
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£ 0= T T T

g 30 min 60 min 120 min

B Control B S(-) 50 mg/kg E= S(-) 100 mg/kg E= S(-) 150 mg/kg Em R(+) 50 mg/kg
E R(+) 100 mg/kg B R(+) 150 mg/kg E=X Diazepam 4 mg/kg

Figura 15 - Efeito dos isémeros do citronelal (mg/kg, i.p.) no tempo de permanéncia (s) dos
animais na rota rod. A coluna representa a média = E.P.M. (n = 6). Andlise estatistica: ANOVA
seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: Isbmeros do citronelal vs.

controle e Diazepam vs. controle.

O teste Rota-rod é um método amplamente utilizado em pesquisas, pois pode detectar
comprometimentos fisicos causados por agentes farmacoldgicos, como relaxantes musculares
e depressores do SNC, fortemente relacionados ao comportamento antinociceptivo. No presente
estudo, as substancias ndo indicaram interferéncia na coordenacdo motora desses animais para

as concentracOes estudadas (50, 100 e 150 mg/kg) de ambos os isémeros citronelal. Como ja
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visto em estudos anteriores com o citronellal e seguindo a semelhanga estrutural, Andrade et al.
(2021) estudaram os efeitos do hidroxicitronelal na atividade ansiolitica, chegando a resultado
semelhante ao comparar o efeito motor dessa substancia. (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010)
Conforme observado em outros estudos, 0s monoterpenos em geral ndo apresentam
efeito negativo no aparelho locomotor, mesmo que tenham efeitos ansioliticos, isso é
importante para a formulacdo e descoberta de novos compostos, pois seu uso é considerado
aceitavel em termos de atividade motora e realizacdo de tarefas diarias (SOUTO-MAIOR et.

al., 2017; MAIA et.al., 2021).

5.2.2 Testes da Placa quente

Os resultados expressos na Figura 16 demonstram o efeito de acordo com o tempo apds
a administracdo dos isomeros (S)-(-) citronelal na concentragdo de 50, 100 e 150 mg/kg, na
permanéncia dos animais no calor placa. Enquanto a Figura 17 mostra os resultados do isdmero
(R)-(+) citronelal nas mesmas concentracdes. Em ambos os testes, a morfina na concentracdo
de 10 mg/kg também € utilizada para comparacao. O isdmero (S)-(-) citronelal a 100 mg/kg
(7,6 seg £1,7 seg) apresentou atividade significativa, em relacdo ao grupo controle (4,9 £ 0,1
seQ), e efeito semelhante da morfina (9,2 £ 2,0 seg) a 60 e 120 min apds a administracdo dos
compostos.

O isémero (R)-(+) citronelal ndo pode aumentar significativamente o tempo de laténcia
para os camundongos na placa quente em todas as concentragdes testadas. A morfina foi a Unica

capaz de apresentar resultados significativos em todos os tempos do teste.
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Figura 16 - Efeito do (S)-(-)-citronelal (mg/kg, i.p.) no tempo de laténcia (s) dos animais na
placa quente. A coluna representa a média £ E.P.M. (n = 6). Analise estatistica: ANOVA

seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (S)-(-)-citronelal vs. controle
e Morfina vs. controle.
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Figura 17 - Efeito do (R)-(+)-citronelal (mg/kg, i.p.) no tempo de laténcia (s) dos animais na
placa quente. A coluna representa a média + E.P.M. (n = 6). Analise estatistica. ANOVA
seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (R)-(+)-citronelal vs.
controle e Morfina vs. controle.
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Para os estudos iniciais de nocicepc¢éo foi utilizado o teste da placa quente, que permite
avaliar a atividade antinociceptiva do composto quando exposto a um estimulo térmico ao
animal. Este estudo apresentou um resultado, por vezes paradoxal, em que apenas uma
concentracdo do isdmero (S)-(-) citronelal (100 mg/kg) apresentou efeito significativo, ndo
sendo esta a maior concentragéo estudada, levando a pensar que a substancia pode néo seguir o
efeito dose-resposta. Estudos anteriores, com citronelal em sua mistura racémica, mostraram
que ele tem efeito antinociceptivo no teste da placa quente, mas ndo houve o mesmo efeito
paradoxal. Enquanto estudos com o composto semelhante, o citronelol, mostraram efeito em
concentragfes maiores, porém doses menores apresentaram maior significancia na resposta em
relagdo a doses maiores, classificando-o como um efeito paradoxal que pode estar relacionado
a diversos fatores idiossincraticos da substancia ou classe estudada (MELO et. al., 2010; BRITO

et. al., 2012b).

5.2.3 Teste da Formalina

Os resultados apresentados a seguir estdo relacionados ao teste da formalina, realizado
para verificar o tempo de lambedura dos animais em resposta a um estimulo doloroso
proveniente da injecdo de formalina na planta da pata. O teste compreende duas fases distintas
onde a primeira fase denominada fase neurogénica, mede o tempo de lambedura que o animal
apresenta nos primeiros 5 minutos de exposi¢ao ao estimulo nociceptivo. Enquanto a segunda
fase, demonstra a mediacdo da nocicepcdo pela sinalizacdo inflamatdria gerada pelo animal em
resposta ao estimulo da formalina para combater seu efeito (ALMEIDA, 2006).

Na primeira fase (Figura 18), os compostos (S)-(-) citronelal nas concentragdes de 50
(42,7 £ 5,9 seg) mg/kg e (R)-(+) citronelal nas concentragdes de 50 (46,1 + 6,6 seg ) e 100 (44,3

+ 9,6 seg) mg/kg ndo foram capazes de reverter significativamente o estimulo doloroso
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relacionado a exposi¢do a formalina. Enquanto o (S)-(-) citronelal nas concentracdes de 100
(20,3 £ 3,1 seg) e 150 (12,7 + 4,8 seg) mg/kg, (R)-(+) citronelal a 150 (9,8 + 3,9 seg) mg/ kg e
morfina a 10 (5,7 £ 1,4 seg) mg/kg tiveram reducdo significativa no tempo de lambedura dos

animais do grupo controle (58,2 + 4,4 seg).
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Figura 18 - Efeito dos isdmeros do CT (citronelal) (mg/kg, i.p.) no tempo de lambida (s) dos
animais no teste da formalina. O grafico mostra a primeira fase (Fase neurogénica) do teste da
formalina, O - 5 min. A coluna representa a média £ E.P.M. (n = 6). Analise estatistica: ANOVA
seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: Isbmeros do citronelal vs.

controle e Morfina vs. controle.

Na Figura 19 sdo apresentados os resultados da segunda fase, compreendida a 15 — 30
min de aplicacdo de formalina, todas as concentragdes de isbmeros citronelal: (S)-(-) citronelal

50 (23,7 £ 20,9 seg), 100 (0 £ 0,0 seg ) e 150 (1,3 + 1,3 seg) mg/kg, (R)-(+) citronelal 50 (76,3
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+ 26,3 seg), 100 (40,3 £ 8,2 seg) e 150 (4,7 £ 3,7 seg) mg/kg e morfina 10 (4,4 £ 1,5 seg) mg/Kkg;
foram capazes de reverter significativamente o efeito inflamatorio do grupo controle (198,6 +

15,4 seg) gerado pelo estimulo da injecdo de formalina.
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Figura 19 - Efeito dos isdmeros do CT (citronelal) (mg/kg, i.p.) no tempo de lambida (s) dos
animais no teste da formalina. O grafico mostra a segunda fase (Fase inflamatdria) do teste da
formalina, 15 - 30 min. A coluna representa a média + E.P.M. (n = 6). Analise estatistica:
ANOVA seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: Isbmeros do

citronelal vs. controle e Morfina vs. controle.

Estudos anteriores com citronelal ja demonstraram sua atividade e no presente estudo
sua atividade foi observada em ambas as fases do teste da formalina, com foco especial na fase
inflamatdria, onde todas as concentrac6es foram capazes de inibir significativamente a resposta
nociceptiva mediada por fatores inflamatorios gerados por a aplicacdo de formol. Fica claro o
melhor desempenho do isdmero (S)-(-) citronelal, que na primeira fase do teste foi capaz de

inibir significativamente, em duas concentracdes ( 100 e 150 mg/kg), o estimulo nociceptivo
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mediado pela formalina, enquanto o isémero (R)-(+) citronelal, embora também eficaz, s6 foi
capaz de inibir significativamente sua maior concentragdo (150 mg/kg), bem como seu
resultado na fase inflamatoria, embora significativo em relacdo ao grupo controle , apresentou
efeito reduzido em duas concentragdes (50 e 100 mg/kg), em relagdo ao uso da morfina ou as

concentragdes de seu isomero (S)-(-) citronelal (QUINTANS-JUNIOR et.al., 2010).

5.2.4 Andlise pela via opidide

Para avaliar se os isdbmeros de citronelal tinham seu efeito relacionado a via opioide, foi

realizado o teste de formalina utilizando naloxona, um conhecido inibidor dessa via. Os

resultados estdo expressos na Figura 20.
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Figura 20 - Efeito dos isomeros do CT (citronelal) (mg/kg, i.p.) no tempo de lambida (s) dos
animais no teste da formalina, com ou sem presenca de naloxona (Nal). O grafico mostra (A) a
primeira fase (Fase neurogénica), pelo tempo decorrido de 0-5 min, e (B) segunda fase (Fase

inflamatdria) do teste da formalina, entre 15 - 30 min. A coluna representa a média £ E.P.M. (n
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= 6). Anélise estatistica: ANOVA seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,005: Isdmeros do citronelal com e sem naloxona vs. controle e Morfina com ou sem naloxona

vS. controle.

Os animais que foram expostos ao isdmero (S)-(-) citronelal, na fase neurogénica,
tiveram seus efeitos (31 £ 6,7 seg) mantidos mesmo na presenca de naloxona (26 + 10,7 seg),
enquanto o isdmero (R)-(+) citronelal teve uma reversdo de seu efeito (12 + 3,2 seg) para um
efeito ndo significativo (51 + 11,1 seg) em comparacao ao controle (65,3 + 4,8 seg). Isso fica
mais evidente na fase inflamatoria, onde o isdmero (R)-(+) citronelal, na concentracao de 150
mg/kg (6,7 = 4 seg), ndo foi capaz de inibir o efeito nociceptivo previamente observado em
relacdo ao controle na presenca de naloxona (5 mg/kg) (141,2 + 14 seg). Esse fato foi observado
pelo isémero (S)-(-) citronelal, na concentracdo de 100 mg/kg (35,7 + 15 seg), que, mesmo ha

presenca de naloxona 5 mg/kg, ndo teve sua atividade inibida ou revertida (25 + 24 seq).

Em relacdo aos estudos da via opioide, e corroborando com os resultados obtidos na
analise in silico, observou-se que o isémero (R)-(+) citronelal obteve uma reversao de seu efeito
pela presenca de naloxona, estes resultados apresentam consonancia com estudos anteriores que
ja caracterizavam essa via como a descrita no mecanismo de acdo do monoterpeno citronelal.
No entanto, em testes realizados com ambos os isdmeros, foi possivel observar que o isémero
(S)-(-) citronelal, mesmo com atividade nociceptiva comprovada em testes anteriores, nao teve
seu efeito revertido pela presenca de naloxona, o que pode sugerir que esse isSOMero possui um
mecanismo de acgdo diferente de sua contraparte estrutural e ndo possui 0s mesmos efeitos

colaterais relacionados a via opioide (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).

Alguns autores demonstram o efeito divergente dos isdmeros de monoterpeno, que
podem atuar em diferentes receptores da mesma familia ou mostrar atividade apenas em um

dos isbmeros, 0 que pode levar a uma melhora na atividade ao reduzir os efeitos adversos,
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demonstrando assim um importante caminho de estudos a serem realizados tanto com produtos

naturais quanto com outros de uso geral (KANG et al., 2015).

No estudo de Kang et al. (2015), foi observado que os isdbmeros de carvona, o (-)-
carvona e o (+)-carvona, apresentaram efeitos divergentes. Esses resultados sugerem que os
isbmeros de monoterpenos podem agir em diferentes subtipos de receptores ou canais, 0 que
pode levar a efeitos bioldgicos distintos. Essas diferencas podem ser relevantes na busca por
compostos terapéuticos mais eficazes e com menor incidéncia de efeitos colaterais. Sendo
vantajoso no desenvolvimento de terapias direcionadas, onde se deseja modular seletivamente

um determinado alvo bioldgico sem afetar outros sistemas ou vias.

Esses estudos fornecem percepcdes mais atualizadas sobre as interacdes complexas
entre 0s compostos naturais e os sistemas biologicos, abrindo caminho para a descoberta de

novos compostos bioativos e para a otimizacao de tratamentos existentes.

5.2.5 Avaliacao antinociceptiva com alvos especificos

Para os testes subsequentes, o isdbmero (S)-(-) citronelal, em uma concentracdo de 100
mg/kg, foi selecionado devido a sua maior eficiéncia nos resultados anteriores e a sua atividade
ndo detectada pela via opioide. O que, como demonstrado posteriormente, também teve um
efeito nos resultados utilizando agentes especificos de mecanismo de dor, como glutamato e
capsaicina. Tendo como objetivo avaliar a reacdo dessa exposi¢do e vislumbrar um possivel
mecanismo de sua a¢ao antinociceptiva.

O teste do glutamato foi realizado e seus resultados mostrados na Figura 21 (A),
demonstrando que (S)-(-) citronelal (31,8 + 10,7 seg) reduz significativamente o tempo de

lambedura aos animais em comparagédo ao glutamato controle (62,7 £ 12,2 seg), o antagonista
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dos receptores NMDA para glutamato, MK (16,0 = 3,3 seg), mostram como 0 antagonismo
deste receptor é capaz de reduzir significativamente a nocicepcdo mediada por glutamato. A

associacdo com MK + (S)-(-) citronelal (3,5 £ 1,6 seg) promoveu a reducdo mais significativa

do tempo de lambedura nos animais.
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Figura 21 - Efeito do (S)-(-)-citronelal (100 mg/kg, i.p.) (Citro) no tempo de lambida (s) dos
animais nos testes especificos de alvo nociceptivo. Teste de Glutamato (A) e Teste de
Capsaicina (B). A coluna representa a média £ E.P.M. (n = 6). Analise estatistica: ANOVA
seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (S)-(-)-citronelal vs.

Glutamato; MK vs. Glutamato; (S)-(-)-citronelal vs. Capsaicina e Morfina vs. Capsaicina.

A via glutamatérgica é de grande importancia para a transmissao de impulsos nervosos
da dor, sendo assim um foco em estudos relacionados a nocicepcdo. No presente estudo, o
composto (S)-(-) citronelal, na concentragdo de 100 mg/kg, foi capaz de inibir

significativamente o efeito nociceptivo desencadeado pela exposi¢do do animal ao glutamato,
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mostrando um efeito quase semelhante ao do MK (inibidor dos receptores de glutamato do tipo
NMDA), o qual apresenta uma inibicdo em uma ordem de significancia maior em relagdo ao
controle por inibir diretamente o agente algogénico injetado. Mesmo assim, a combinacdo dos
dois compostos (S)-(-) citronelal + MK foi capaz de quase completamente inibir o efeito
nociceptivo gerado pelo glutamato, demonstrando que uma acao possivelmente sinérgica dos
efeitos pode ocorrer, sinalizando assim um possivel mecanismo do (S)-(-) citronelal em um
receptor diferente do glutamatérgico NMDA. Alguns estudos prévios mostraram efeitos
semelhantes para o citronelal e outros monoterpenos, assim como estudos de docking
computacional indicam receptores de glutamato como possiveis alvos para o citronelal e
monoterpenos em geral, mostrando que sdo necessarios estudos mais especificos para
determinar a real interferéncia do monoterpeno citronelal nesses receptores (ASSIS et al., 2021;
SANTOS et al., 2016; COSTA et al., 2020; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).

A Figura 21 (B) demonstrou um teste de nocicepcdo mediado pela capsaicina, um
agonista do receptor TRPV1 (Transient receptor potential vanilloid type 1), essa ativacdo foi
significativamente revertida pelo (S)-(-)-citronelal (66,6 + 20,7 seg) e pela morfina (21.8 £ 8,5
seg), em comparacdo com o controle de capsaicina (228,8 + 24,1 seQ).

O composto (S)-(-) citronelal, na concentracdo de 100 mg/kg, foi capaz de inibir o efeito
nociceptivo apresentado pela capsaicina. Essa atividade pode ser mediada por receptores do
tipo TRPV ou algum mecanismo associado, assim como pela inibicdo de um receptor da mesma
familia dos receptores transientes. Atividades semelhantes ja foram observadas em estudos
prévios e alguns monoterpenos tém sua atividade elucidada intimamente relacionada aos
receptores dessa familia, como mentol, mirceno, canfora, eucaliptol, cinamaldeido, entre
outros. Ainda assim, sdo necessarios estudos adicionais para determinar um possivel
mecanismo de acdo relacionado aos receptores da familia (MELO-JUNIOR et al., 2017;

JANSEN et al., 2019; OZ et al., 2015).
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A pesquisa sobre os receptores TRP tem uma importancia significativa no campo
medicinal. Compreender os mecanismos de ativacdo e modulacdo desses receptores pode levar
ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da dor. Além disso, a
identificacdo de compostos capazes de modular seletivamente os receptores TRP pode ter
aplicagdes clinicas no controle da dor crénica, neuropatias e condi¢Bes inflamatdrias (NILIUS
& SZALLASI, 2014). A compreensdo mais aprofundada dos receptores TRP e sua fungéo
fisiologica pode abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de medicamentos mais
eficazes e com menos efeitos colaterais no tratamento da dor.

Alguns monoterpenos que tém sido investigados em relacdo a sua atividade nos
receptores TRP incluem o mentol, carvacrol, limoneno e linalool, entre outros. Estudos
anteriores sugerem que o mentol pode ativar o receptor TRPMS8, envolvido na deteccdo de
temperaturas frias e na sensacdo de frescor. O carvacrol, por sua vez, tem demonstrado
potencial para inibir a atividade do receptor TRPA1, que desempenha um papel na deteccéo de
estimulos irritantes e inflamatdrios. O limoneno, um monoterpreno citrico, tem sido objeto de
estudos por sua interacdo com o receptor TRPV3, que estad relacionado a regulacdo da
temperatura corporal e da sensacdo térmica (XU et al., 2006). O linalool, encontrado em plantas
como a lavanda e o manjericdo, também tem sido investigado por sua capacidade de modular a
atividade do receptor TRPA1L, envolvido na modulacdo da dor e da inflamacdo (LSELVAN et
al., 2002).

Diante de tantas atividades é possivel também pensar em um efeito indefinido dos
monoterpenos, o que também é explicado por semelhancas nas sequencias proteicas dos
receptores fazendo assim interagirem de forma semelhante com diversos monoterpenos, estes
gue apresentam uma molécula relativamente pequena e este fato acarreta simultaneas atividades

no que é chamado um efeito promiscuo. Porem o paradoxo da diferenca de atividade também
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é evidenciada em pequenas modificacdes estruturais, onde até posi¢Ges estéreo isoméricas sao

capazes de definir uma atividade diferente para estes compostos (NGUYEN et al., 2021)

5.2.6 Avaliacdo de mecanismo de acdo utilizando antagonistas especificos

Os resultados expressos a seguir sao de testes realizados com antagonistas de vias que
podem estar relacionadas a nocicep¢do, levando assim a propor algum mecanismo

antinociceptivo para a molécula (S)-(-) citronelal, caso haja reversao de sua atividade.
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Figura 22 - Efeito do (S)-(-) citronelal (CT) (100 mg/kg, i.p.), no tempo de lambida dos animais
no teste da formalina. O grafico mostra (A) a primeira fase (Fase neurogénica), pelo tempo
decorrido de 0-5 min, e (B) segunda fase (Fase inflamatdria) do teste da formalina,
compreendido entre 15 - 30 min do teste. A coluna representa a média £ E.P.M. (n = 6). Analise
estatistica: ANOVA seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (S)-(-)

citronelal vs. controle; (S)-(-) citronelal + antagonistas vs. controle e Morfina vs. controle



86

A primeira fase do teste (Figura 22-A) demonstra o efeito da formalina na fase
neurogénica da nocicepgéo, com (S)-(-) citronelal (20,3 £ 3,0 seg) e morfina (5,7 £ 1,4 seg)
capazes de revertendo esse efeito no tempo de lambida em relagéo ao grupo controle (58,2 £
4,3 seg). Enquanto a associagdo dos antagonistas com (S)-(-) citronelal néo foi capaz de reverter
seu efeito de reduzir significativamente o tempo de lambedura do animal, sendo o grupo cafeina
+ (S)-(-) citronelal (39,5 £ 4,0 seg) que apresentou menor grau de significancia em relacdo ao
controle.

Na Figura 22-B podemos ver a segunda fase (fase inflamatéria) do teste da formalina
aplicado a esta metodologia, resultando em uma diminuicdo significante no tempo de
lambedura de todos os grupos em relacéo ao controle (198,6 + 15,4 seg), reduzindo mais de
80% do efeito em todos os grupos testados, mostrando que associagfes com antagonistas nao
apresentaram reversao de efeito.

Em estudos com antagonistas seletivos para cada via relacionada direta ou indiretamente
a nocicepcao, observou-se que nenhum antagonista foi capaz de inibir completamente o efeito
antinociceptivo significativo do (S)-(-) citronelal em relacdo ao controle. Outros autores
determinam o efeito antinociceptivo dos monoterpenos correlacionados com a via opidide, bem
como a via glutamatérgica em outros casos, pelo que em qualquer caso € necessario utilizar
ferramentas mais aprofundadas para determinar o real mecanismo de acdo com que estes
monoterpenos séo capazes de inibir a nocicepcdo. (LA ROCCA et. al., 2017; PROSPERO et.
al., 2018; ORTIZ et.al., 2022).

Ainda sobre o efeito dos antagonistas, a cafeina teve um aumento no tempo de
lambedura dos animais na fase neurogénica (Fase 1), mas ndo de forma a reverter
significativamente todo o efeito do (S)-(-) citronelal, e esse efeito pode estar relacionado a
prépria atividade da cafeina, gerando hiperatividade e estado de alerta, que pode ter aumentado

levemente a resposta nociceptiva do animal a qualquer estimulo (BARATLOO et.al., 2016).
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Assim, deixando em aberto as possibilidades de estudo para elucidagdo do mecanismo
de acéo relacionado ao isdmero (S)-(-) citronelal, bem como outras atividades relacionadas a
este isomero ou modificacdes estruturais que possam potencializar seu efeito.

De acordo com estudos anteriores, 0 monoterpeno citronelal apresentou efeitos
antinociceptivos e anti-inflamatorios, comprovados por modelos de inducdo de nocicepc¢ao
orofacial e testes de capacidade antioxidante. No presente estudo, foi possivel constatar que o
isdbmero (S)-(-) citronelal apresenta melhores resultados para atividade antinociceptiva em
relagdo ao seu isomero (R)-(+) citronelal. (QUINTANS-JUNIOR et.al., 2011; MELO et.al.,
2010).

O isdmero (R)-(+) citronelal, embora tenha uma atividade de menor poténcia, foi
possivel determinar seu mecanismo de acdo relacionado a via opioide. Essa descoberta €
importante, pois a via opioide tem sido associada ao controle da nocicepcdo, embora também
esteja relacionada a efeitos colaterais indesejados. Posteriormente os estudos de atividade
nociceptiva revelaram que o (S)-(-) citronelal possui uma atividade antinociceptiva
significativa. Ele foi capaz de inibir o efeito nociceptivo desencadeado pelo glutamato e pela
capsaicina. Esses resultados indicam que o (S)-(-) citronelal pode modular diferentes vias
envolvidas na transmissdo da dor. No entanto, embora os estudos tenham fornecido insights
valiosos, ndo foi possivel elucidar completamente 0 mecanismo de acdo do (S)-(-) citronelal e
suas interacBes com receptores especificos. Ha a possibilidade de que esteja correlacionada a
via do receptor TRPAL como indicado pela interacéo in silico. Portanto, pesquisas adicionais
sd0 necessarias para compreender melhor esses mecanismos e investigar outras vias de

sinalizag&o envolvidas na atividade do citronelal
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, a fim de alcancar os objetivos especificos propostos, foram empreendidos
0s seguintes passos de pesquisa, 0 que nos permitiu chegar as seguintes conclusoes:

e Modelagem in silico: Os estudos revelaram a afinidade dos isomeros e interacfes
favoraveis com receptores glutamatérgicos, TRPAL e receptores opioides, apontando para um
potencial promissor como agente ativo nas vias de sinalizagdo

e Caracterizagdo e comparagdo dos efeitos no SNC: Numa compreensdo mais
abrangente de suas atividades farmacoldgicas foi possivel observar que ambos apresentavam
um efeito analgésico de algum grau, porém o isémero (R)-(+) citronelal apresentou bem mais
efeitos colaterais relacionados a sua atividade.

e Avaliacdo da coordenacdo motora: Nao foi encontrado nenhum indicio significativo
da influencia de ambos os isdmeros na atividade motora dos animais, nas doses testadas.

e Atividade antinociceptiva: Os isdbmeros Apresentaram resultados significantes no
controle da dor, revelando o potencial do (S)-(-) citronelal como um agente com maior poténcia.

e Investigacdo do mecanismo de acdo: O isébmero (R)-(+) citronelal revelou seu
mecanismo de acdo relacionado a via opioide, relevante para o controle da nocicep¢do, mas
com riscos de efeitos colaterais indesejados. Ja o (S)-(-) citronelal, que por sua vez, exibiu
atividade antinociceptiva significativa, inibindo o efeito nociceptivo do glutamato e da
capsaicina, indicando a modulacéo de diferentes vias de transmisséo da dor. Apesar disso, N&o

foi possivel determinar o seu mecanismo de acdo pelos meios utilizados.
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ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente,

(++) efeito intenso

até 30

60’

120°

180°

240°

1. SNC

a) Estimulante

Agressividade

Ambulacdo aumentada

Andar em circulos

Autolimpeza

Bocejo

Contorg¢des abdominais

Convulstes

Escalar

Estereotipia

Irritabilidade

Levantar

Movimentagdo intensa das
vibrissas

Pedalar

Sacudir a cabeca

Saltos

Tremores

Vocalizagdo

b) Depressores

Abducdo das patas do trem
posterior

Ambulacdo diminuida
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Analgesia

Anestesia

Ataxia

Catatonia

Cauda de Straub

Hipnose

Perda do reflexo auricular

Perda do reflexo corneal

Ptose palpebral

Reflexo de endireitamento

Resposta ao toque diminuida

Sedacdo

2. SNA

Cianose

Constipacéo

Defecacéo

Diarréia

Forca para agarrar

Lacrimejamento

Miccao

Piloerecéo

Respiracao

Salivagéo

Tonus muscular

3. Mortes

Obs.:
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ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has spread rapidly in many countries, overburdening health systems and causing nu-
merous economic and social impacts. Most studies on the subject have focused on epidemiology, diagnosis, and
treatment, however, there remains a scientific gap concerning the possibility of reinfection. The purpose of this
bibliographic review is to gather information from studies aimed at this possibility, and to clarify what we know
so far. It was found that in many situations cured patients are being released from hospitals, however, in some
cases, the discharge criteria are not effective. Patients are presenting positive RT-PCR tests. There are several
factors that might interfere so that patients cured of COVID-19 continue to test positive, and this would not nec-
essarily represent a case of recurrence, as the test cannot differentiate the viral RNA from the complete virus,
which alone is capable of causing the active infection. This review demonstrates that in order to rule out the pos-
sibility of COVID-19 reinfection in cured patients, more robust methods need to be adopted as criteria for both
clinical discharge and post-hospital follow-up.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, pandemic, reinfection, recurrence, recover

INTRODUCTION published by the Center for Systems Science
SARS-CoV-2, the virus responsible for and Engineering at Johns Hopkins University
COVID-19, has notably spread to different re- (‘IHU.)’ which reported 105,504,268 cases of
gions of the world. According to the World the disease and 2,301,630 deaths (Dong et al.,
Health Organization (WHO), globally 2020) on February 6, 2021. The data represent
104.790.123  cases of the d;sease an (i a million more cases of the disease. Declared
2,285,048 deaths have been confirmed as of as a pandemic by the WHO, COVID-19 has

February 6, 2021 (WHO, 2021) and this num- caused overloading, and in some cases, col-
ber is still increasing rapidly. However, the lapse in the healthcare systems of various

epidemiological characteristics of COVID-19 countrlesci sevetely Impacting theﬁlobal ecct)n(;
must also be analyzed from dynamic aspects omy, anc compromising hormally accepte

that consider the prevalence and the rate of behavioral liberties. The signs and symptoms

. .. .. of COVID-19 are similar to other virus
asymptomatic contamination (Peirlinck et al., : g ;
2020). Underreporting can be seen in data caused respiratory infections, and less than
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Abstract

Due to the complex nature of pain and the participation of physical, cognitive, psychological and behavioral aspects,
pain management has several approaches. The use of medicinal plants in developing countries is quite expressive.
Seeking new options for the treatment of emerging or debilitating diseases. Therefore, the present study seeks
to elucidate the effects of the monoterpene, citronellal, differentiating its activity by isomers (R)-(+) and (S)-(-)
citronellal. The study used several methods to evaluate the effects of citronellal isomers on motor coordination,
nociceptive response, and the involvement of opioid, glutamatergic, and transient receptor pathways. The methods
included rota-rod, hot-plate, and formalin tests, as well as the use of specific inhibitors and agonists. Data were
analyzed using inferential statistics with a 95% confidence level. Both isomers did not significantly affect the motor
coordination of the studied animals. The isomer (S)-(-) citronellal showed better results in relation to its structural
counterpart, managing to have an antinociceptive effect in the formalin and hot plate tests with a lower concentration
(100 mg/kg) and presenting fewer side effects, however, the this study was not able to elucidate the mechanism of
action of this isomer despite having activity in studies with substances that act on specific targets such as glutamate
and capsaicin, its activity was not reversed with the use of antagonists for pathways related to nociception. While
the (R)-(+) citronellal isomer, despite showing total activity only at a concentration of 150 mg/kg, was able to determine
its mechanism of action related to the opioid pathway by reversing its activity by the antagonist naloxone, being this
is a pathway already correlated with nociception control treatments, however, it is also related to some unwanted
side effects. In this way, new studies are sought to elucidate the mechanism related to the isomer (S)-(-) citronellal
and a possibility of use in other areas related to the treatment of pain or inflammation.

Keywords: citronellal, monoterpene, isomer, nociception.

Resumo

Devido a natureza complexa da dor e a sua participagao de aspectos fisicos, cognitivos, psicol6gicos e comportamentais,
o manejo da dor possui diversas abordagens. O uso de plantas medicinais em paises em desenvolvimento é bastante
expressivo. Buscando novas opgoes para o tratamento de dengas emergentes ou debilitantes. Portanto, o presente
estudo busca elucidar os efeitos do monoterpeno, citronelal, diferenciando sua atividade pelos isomeros (R)-(+) e (S)-(-)
citronelal. O estudo utilizou diversos métodos para avaliar os efeitos dos isdmeros de citronelal na coordenagao motora,
resposta nociceptiva e o envolvimento de vias opioides, glutamatérgicas e de receptores transitorios. Os métodos
incluiram testes de rota-rod, placa quente e formalina, além do uso de inibidores e agonistas especificos. Os dados foram
analisados estatisticamente com umintervalo de confianga de 95%. Ambos os isomeros ndo afetaram significativamente
a coordenagdo motora dos animais em estudo. O isomero (S)-(-) citronelal apresentou melhores resultados em relacao
ao seu homoalogo estrutural, conseguindo ter um efeito antinociceptivo nos testes de formalina e placa quente com
menor concentracao (100 mg/kg) e apresentando menos efeitos colaterais, entretanto, o presente estudo ndo foi capaz
de elucidar o mecanismo de acdo deste isomero apesar de ter atividadade em estudos com substancias que agem
em alvos especificos como glutamato e capsaicina, sua atividade ndo foi revertida com a utiliza¢do de antagonistas
para as vias relacionadas a nocicepcdo. Enquanto o isdmero (R)-(+) citronelal, apesar de apresentar de apresentar
total atividade somente na concentrac¢do de 150 mg/kg, foi capaz de determinar seu mecanismo de a¢ao relacionado
a via opidide pela reversao da sua atividade pelo antagonista naloxona, sendo esta uma via ja correlacionada com os
tratamentos de controle da a nocicep¢ao, no entanto, também esta relacionada a alguns efeitos colaterais indesejados.
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