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RESUMO

A dor na regido orofacial compromete a qualidade de vida, e as terapias
atuais, limitadas em eficacia e com efeitos adversos, impulsionam a busca por
novos tratamentos. Os derivados tiofénicos possuem propriedades terapéuticas
notaveis, entre elas antinociceptiva e anti-inflamatoria, e estudos recentes mostram
atividade superior a medicamentos comerciais, destacando sua importancia na
concepgao de novos agentes. Este estudo investigou o efeito antinociceptivo do
derivado tiofénico 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (7CNO3) e seus possiveis mecanismos agdo. Em
testes in vivo com camundongos machos (n = 6 por grupo), a nocicepgao foi
induzida por formalina, capsaicina e glutamato, uma hora apos o tratamento, e a
fricgcao facial serviu como parametro para medir o comportamento nociceptivo. No
teste in silico de docking molecular, as estruturas cristalograficas de seis alvos
envolvidos na fisiopatologia da dor foram selecionadas e comparadas com
agonistas (receptores opioides) ou antagonistas (TRPV1, TRPA1 e NMDAR) de
cada um dos alvos. O software Molegro Virtual Docker foi utilizado para realizar o
docking molecular e a etapa de redocking foi realizada a partir do Root-Mean-
Square Deviation. O 7CNO03, em diferentes doses (1 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg),
apresentou agao significativa na fase neurogénica no teste de formalina, reduzindo
o comportamento nociceptivo em até 56%. Na fase inflamatoria, a dose de 1 mg/kg
promoveu efeito antinociceptivo, com redugdo do comportamento nociceptivo em
32% (p < 0,05). No teste com glutamato, o 7CNO3 bloqueou a nocicepg¢ado em até
90% (p < 0,001), e no teste com capsaicina, reduziu 0 comportamento nociceptivo
em até 74%. Estudos de docking molecular indicaram predi¢do de maior afinidade
do 7CNO3 com os receptores p-opioide (-97,00 Kcal/mol), TRPV1 (-87,79 Kcal/mol)
e NMDA (-104,86 Kcal/mol) quando comparado com os ligantes cocristalizados. Os
achados sugerem que o derivado tiofénico avaliado apresenta efeito antinociceptivo
orofacial, com predicdo mecanismo de acao por envolvimento de receptores

opidides, de potencial transitorio vanildide e glutamatérgico.

Palavras-chave: Dor facial. Analgésicos. Tratamento da dor. Derivado tiofénico.
Modelos animais.



ABSTRACT

Orofacial pain impairs quality of life, and current therapies, limited in efficacy and
associated with adverse effects, drive the search for new treatments. Thiophene
derivatives exhibit remarkable therapeutic properties, including antinociceptive and
anti-inflammatory activities, with recent studies demonstrating superior activity
compared to commercial drugs, highlighting their relevance in the design of novel
agents. This study investigated the antinociceptive effect of the thiophene derivative
2-[(4-diethylamino-benzylidene)-amino]-5,6,7,8-tetrahydro-4H-

cyclohepta[b]thiophene-3-carbonitrile (7CN03) and its possible mechanisms of
action. In vivo tests were performed on male mice (n = 6 per group), with nociception
induced by formalin, capsaicin, and glutamate one hour after treatment. Facial
rubbing was used as a parameter to measure nociceptive behavior. In the in silico
molecular docking test, the crystallographic structures of six targets involved in the
pathophysiology of pain were selected and compared with agonists (opioid
receptors) or antagonists (TRPV1, TRPA1, and NMDAR) for each of the targets.
The Molegro Virtual Docker software was used to perform the molecular docking,
and the redocking step was carried out based on the Root-Mean-Square Deviation.
At different doses (1 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.01 mg/kg), 7CNO3 exhibited significant
action during the neurogenic phase of the formalin test, reducing nociceptive
behavior by up to 56%. During the inflammatory phase, the 1 mg/kg dose exerted
an antinociceptive effect, reducing nociceptive behavior by 32% (p < 0.05). In the
glutamate test, 7CNO3 blocked nociception by up to 90% (p < 0.001), and in the
capsaicin test, it reduced nociceptive behavior by up to 74%. Molecular docking
studies predicted higher binding affinity of 7CNO3 for p-opioid (-97.00 Kcal/mol),
TRPV1 (-87.79 Kcal/mol), and NMDA (-104.86 Kcal/mol) receptors when compared
with the cocrystallized ligands. The findings suggest that the evaluated thiophene
derivative exhibits an orofacial antinociceptive effect, with a predicted mechanism
of action involving opioid, transient vanilloid potential, and glutamatergic receptors.

Keywords: Facial pain. Analgesics. Pain management. Thiophene derivative.

Animal models.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AINES: Anti-inflamatorios nao esteroides

AMPA: Acido 2-amino-3—(3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-il) propanoico
AMPc: Adenosina Monofosfato ciclico

COX: Clicloxigenase

DP: Desvio padrao

GT: Glanglios Trigeminais

i.p: intraperitoneal

IASP: Associagao Internacional para Estudo da Dor

IPFarm: Instituto de Pesquisa em Medicamentos e Farmacos
LSMV: Laboratdrio de Sintese e Vetorizacdo Molecular
mGIluRs: Receptores Metabotropicos de Glutamato

NaCl: Cloreto de Sodio

NMDA: N-metil-D-Aspartato

ON: Oxido Nitrico

PDB: Protein Data Bank

PGEZ2: Prostaglandina E2

RSMD: Root-Mean-Square Deviation

SBED: Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor

SNC: Sistema Nervoso Central

TRP: Receptor de Potencial Transitério

TRPA1: Receptor de Potencial Transitério Anquirina 1
TRPV1: Receptor de Potencial Transitorio Vanildide 1

v.o: via oral

7CNO03: 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-

ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
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1. INTRODUGAO

A dor orofacial € comumente citada como uma comorbidade da cavidade
oral ou face e se caracteriza pela presenca da dor nos tecidos moles e/ou
mineralizados (Matsuka, 2022). Sua etiologia pode ser de origem odontogénica ou
ndo odontogénica, esta ultima de dificil diagndstico, acometendo musculos,
articulagdes e nervos, bem como pode estar associada a cefaleia, cervicalgia e
doencas reumaticas, como fibromialgia e artrite reumatoide (Matsuka, 2022;
Shaefer et al., 2018). Diante dessa complexidade, a dor orofacial é considerada um
dos problemas mais graves de saude em todo o mundo, e muitos pacientes n&o

conseguem encontrar métodos eficazes de tratamento (Joury et al., 2018).

A prevaléncia de dor na regido orofacial € de 30,2% em paises em
desenvolvimento, parcela importante da populacdo que pode ter a qualidade de
vida impactada diante das repercussdes biologicas desse problema, pois esta
associado a limitagdo funcional e desconforto psicolégico (Ananthan e Benoliel,
2020).

Distintivamente do sistema espinhal, a condugao de impulsos nociceptivos
através dos nervos trigémeos é realizada por 6rgaos nao localizados em outras
partes do corpo e representa um nivel particular da regido facial (Beirith et al.,
2002). A singularidade do sistema trigeminal é a integragcdo das entradas
nociceptivas em mais de um nivel, ou seja, no tronco cerebral, no subnucleo caudal
e nos outros componentes do complexo nuclear trigeminal, que também processam

as propriedades do toque epicritico e da propriocepgao da face (Hargreaves, 2011).

As terapias atuais para o tratamento da dor orofacial incluem o uso de
analgésicos ou anti-inflamatérios, sejam eles n&o-esteroidais ou esteroidais.
Entretanto, ndo existe um medicamento ideal para tratar o complexo orofacial, uma
vez que os medicamentos atualmente empregados tém o seu uso limitado ou
interrompido  em consequéncia de efeitos adversos como disturbios
gastrointestinais, hepaticos e renais ou reagdes de hipersensibilidade (Bindu et al.,
2020). Quando se considera os opioides em particular, a tolerancia e dependéncia
farmacoldgica, responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em paises

desenvolvidos, tornando-se evidente a necessidade de doses menores ou mesmo



substituicdo dessa classe de medicamentos por outros agentes (Upp e Waljee,
2020).

Os Anti-inflamatodrios ndo esteroides (AINES) comerciais, a exemplo da
tinoridina e acido tiaprofénico (usado especialmente para o tratamento da dor
artritica), contém um anel tiofénico (Cruz et al., 2020). Estudos recentes mostram a
importancia deste anel, onde o mesmo serve como base para o desenvolvimento
de drogas e na descoberta de novos agentes anti-inflamatorios. A grande maioria
de seus derivados planejados e sintetizados apresentam atividade anti-inflamatoria
superior aos AINEs de referéncia, conforme demonstrado em ensaios in vitro, in
silico e in vivo (Cruz et al., 2021; Cruz et al., 2020; Mota et al., 2018).

Nesse contexto, o derivado tiofénico 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-
5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (7CNO3) se destaca como
um agente promissor para o tratamento da dor orofacial, visto que nossos estudos
anteriores demonstraram atividade analgésica no sistema espinhal. Em dados
ainda n&o publicados, descobrimos que o 7CNO03 apresentou efeito antinociceptivo
em doses de 1 mg/kg, 0,1 mg/kg e 0,01 mg/kg (v.0.). Esses achados sustentam a
hipétese de que esse composto apresenta efeito antinociceptivo que envolve o

sistema trigeminal.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito antinociceptivo orofacial do
derivado 2-amino-tiofénico 7CN03 em camundongos usando modelos animais de
nocicepgao que envolvem receptores opioides, de potencial transitério (TRP) e
glutamatérgicos, além de elucidar os possiveis alvos de agao da substéncia através
de avaliagcédo de docking molecular. Foi incorporada a hipotese nula de que o 7CNO3
nao tem efeito antinociceptivo orofacial em modelos animais (sem atividade
periférica ou central) e que ha n&o ha correlagdo em escala ordinal entre diferentes
concentracdes de 7CNO3 e substancias controle.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Dor e Nocicepgao

A Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) conceitua a dor
como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada, a uma les&o tecidual real ou potencial” (Raja et al.,
2020). Essa definicado elaborada pela IASP e traduzida ao portugués brasileiro pela
diretoria da Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED) abrange a
experiéncia de dor em suas variadas formas, sua diversidade e complexidade, e é
valida tanto para dor aguda como crénica. Nesse contexto, podemos aplicar o
conceito a todas as condi¢cdes de dor pela perspectiva da pessoa que sente a dor
(SBED, 2020; Raja et al., 2020).

Padronizada pela medicina, a nocicepgdo ou algesia é a transducéo,
conducgéo e processamento de sinais nervosos aferentes gerados por nociceptores
estimulados, que resulta em percepcdo dolorosa (Fracassi, et al., 2023).
Nociceptores foram propostos pela primeira vez por Sherrington (1903).

Os sinais de estimulos nocivos, aqueles que podem ou causam danos aos
tecidos, podendo ser de natureza mecanica, térmica ou quimica, s&o transmitidos
principalmente através de dois tipos de nervos. Em contraste com os receptores de
toque e pressao, os nociceptores tém terminagdes nervosas livres e geralmente
sao de dois tipos de fibras, pequenas fibras A-delta mielinizadas e fibras C menores
nao mielinizadas (Fracassi, et al., 2023; Snnedon, 2018).

Assim, um processo doloroso envolve ndo apenas a transdugao do estimulo
nociceptivo, mas também o processamento cognitivo e emocional pelo cérebro, o
que o torna suficientemente complexo para produzir diferentes respostas

comportamentais (Raja et al., 2020).

Nesse sentido, a dor pode gerar algumas alteragbes que por vezes resultam
em aumento da sensibilidade a estimulos ndo-nocivos (hiperestesia), uma resposta
dolorosa exagerada a estimulos levemente nocivos (hiperalgesia) ou em uma

resposta dolorosa anormal a estimulos n&o nocivos (alodinia). Mais comumente



encontradas em condigdes de dor cronica, a alodinia e a hiperalgesia resultam de
alteragdes periféricas centrais na transmissdo, modulagcdo e integracdo de
estimulos nociceptivos (Fracassi, et al., 2023).

Estima-se que cerca de 30% da populagdo mundial sofra de alguma forma
de dor crénica, e esses pacientes necessitam de servigos de saude cinco vezes
mais frequentemente do que o restante da populacdo. Por esse motivo, a dor é
considerada um problema de saude publica (Cruz et al., 2020).

2.2. Mecanismos periféricos da dor

A transducédo de estimulos nocivos externos e intensos despolariza as
terminagdes periféricas dos neurdnios sensoriais primarios de “alto limiar”. Esses
neurdnios, denominados nociceptores, sdo de alto limiar por necessitarem de um
forte estimulo, que potencialmente lesa o tecido, para despolarizar suas
terminagdes nervosas (Golan et al., 2014).

O primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fenbmeno
doloroso € a transformacgao dos estimulos agressivos em potenciais de agédo que,
das fibras nervosas periféricas, sao transferidos para o sistema nervoso central. Os
receptores especificos para a dor estdo localizados nas terminagcdes de fibras
nervosas A-delta e C, presentes na regido da face, e quando ativados, sofrem
alteragdes na sua membrana, permitindo a deflagracdo de potenciais de agéo
(Rocha et al., 2007).

As fibras A-delta s&o mielinizadas e as fibras C ndo sdo mielinizadas,
portanto, possuem a capacidade de transmitir estimulos dolorosos em diferentes
velocidades. As primeiras transmitem o estimulo doloroso de forma rapida,
enquanto as fibras C sao responsaveis pela transmisséo lenta da dor e algumas
destas ndo podem ser ativadas normalmente, porém se tornam responsivas
durante a inflamacé&o (Oaklander e Nolano, 2019).

As terminacgdes nervosas periféricas dos neurbnios nociceptores respondem
a estimulos térmicos, mecanicos, e sinais quimicos traduzindo-os em estimulo
elétrico que sera transmitido ao sistema nervoso central e interpretado no cortex
cerebral como dor. Alguns agentes quimicos excitam diretamente as terminagdes

nervosas periféricas (ativadores quimicos), enquanto outros aumentam a
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sensibilidade das terminacdes periféricas (agentes sensibilizadores) (Golan et al.,
2014).

A maioria dos ligantes quimicos conhecidos que evocam uma resposta
somatossensorial se associa a ocorréncia de lesido celular ou inflamagao. Esses
ligantes quimicos incluem protons, ions potassio, ATP, aminas, citocinas,
quimiocinas, fator de crescimento neuronal e bradicinina (Golan et al., 2014).

Quando o estimulo provoca a lesao tecidual, as células lesadas liberam
enzimas, que no ambiente extracelular degradam acidos graxos de cadeia longa e
dao origem a formacgédo de cininas. Também, a acdo da fosfolipase A2 na
membrana celular provoca a liberagdo de acido araquiddnico cuja metabolizagao
resulta em prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas; essas substancias,
sobretudo as prostaglandinas E2 (PGE2), promovem diminuigdo do limiar de
excitabilidade dos nociceptores (Nasry e Martin, 2021).

Muitas moléculas e seus receptores foram associados a nocicepgao e a dor
(Sneddon, 2018). Entre os modelos animais desenvolvidos ou adaptados para o
estudo da dor orofacial com agentes inflamatérios e nociceptivos estdao os que
envolvem o uso da formalina, capsaicina e glutamato. Esses modelos envolvem
mecanismo de acdo associados aos receptores opioides, receptores de potencial
transitorio e receptores glutamatérgicos (Tomaz-Morais et al., 2017; Carlini e
Mendes, 2011).

2.2.1. Receptores opioides

Nas sinapses neuronais, os opioides podem atuar de forma inibitéria ou
excitatéria por meio de jungdes pré-sinapticas ou pos-sinapticas (Dhaliwal e Gupta,
2023). O sistema opioide endogeno, intrinsecamente ligados a nocicepgao e a dor,
compreende os peptideos B-endorfina, encefalinas, dinorfinas e trés receptores
acoplados a proteina G transmembrana 7, nomeadamente {, d e K, compostos por
subunidades a, 3 e y. (Couto et al., 2023).

Os receptores opioides estdo envolvidos na percepcao sensorial, além de
fornecer uma resposta a neurotransmissores, horménios e medicamentos. Eles sdo
encontrados principalmente nos neurdnios sensoriais primarios, mas estes
receptores sdo amplamente inativos até que os neurbnios recebam estimulos

nocivos. Apoés a ligagdo do agonista, ocorre ativagado do receptor, com inibigdo da
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adenilil ciclase, levando a diminuigdo dos niveis de AMP ciclico, aumento da
condutancia do potassio, hiperpolarizacdo dos neurbnios e diminuicdo da
condutancia do calcio, reduzindo, em Jultima analise, a liberacdo do
neurotransmissor. Os canais de potassio permanecem inalterados, resultando em
hiperpolarizagdo dos neurdnios e bloqueio parcial da transmiss&o do estimulo da
dor (Couto et al., 2023; Martins et al., 2012; Rachinger-Adam et al., 2011).

Os agonistas do receptor opioide sao frequentemente usados para o
tratamento da dor aguda moderada a grave. O efeito analgésico € mediado pela
ativacao dos sitios do receptor u localizados no cérebro, tronco cerebral, medula
espinhal e terminagdes nervosas periféricas, que estio associados a percepc¢ao da
dor (Golan et al., 2014).

Dessa forma, os opioides exdgenos podem induzir analgesia pela inibigdo
da substéncia gelatinosa no corno dorsal da medula espinhal e nervos aferentes
periféricos. A morfina, agonista natural dos receptores opioides de maior
importancia historica, continua sendo amplamente usada em condi¢gdes de dor
intensa, no entanto, apesar do sistema opioide enddgeno ser crucial para varios
processos bioldgicos, o uso de opioides exdgenos para alivio da dor é limitado por
seus efeitos adversos, como sedacdo, depressao respiratoria e constipacao.
(Shenoy e Lui, 2022; Sneddon, 2018).

2.2.2. Receptores de potencial transitério

Os receptores de potencial transitério (TRP) sdo canais idnicos para Na+ e
Ca?* controlados por ligantes quimicos vaniloides, como a capsaicina (o ingrediente
pungente da pimenta-malagueta), calor acima de 42°C, e baixo pH extracelular (<
5,9) e fundamentam a detecgdo de estimulos mecanicos e quimicos por meio da
ativagcédo do nociceptor (Marwaha, et al., 2016).

Os canais TRP controlam uma variedade de sensag¢des térmicas, mudancas
mecanicas e estimulos dolorosos. Existe uma variedade de canais TRP, incluindo
TRPV1 (receptor de potencial transitério do tipo vaniloide) e TRPA1 (receptor de
potencial transitorio do tipo anquirina 1), que s&o expressos em nociceptores. Os
canais TRP sdo um primeiro passo essencial para a percepc¢ao da dor, pois eles

transduzem estimulos nocivos em correntes. Isso gera a sensagado de dor ao



converter estimulos nocivos em sinais elétricos que sao enviados ao sistema
nervoso central (Sneddon, 2018).

Os canais ibnicos TRPV sensiveis ao calor representam alvos para o
desenvolvimento de novos farmacos destinados a interferir na sensacao periférica
de calor (Golan et al., 2014). O TRPV1 é expresso principalmente pelos neurbnios
do géanglio trigeminal (GT) e por neurbnios de pequeno diametro dentro dos
ganglios sensoriais, como o ganglio da raiz dorsal (Benitez-Angeles, et al., 2020).

Dentre uma série de agonistas enddgenos, os produtos derivados de acidos
graxos poliinsaturados, como o acido hidroxieicosapentaendico, tém a capacidade
de desencadear a mobilizagdo de Ca?* em um sistema de expresséo heterdlogo
(células HEK) que expressa de forma estavel os canais TRPV1 e TRPA1, assim
como a hepoxilina, um produto do acido araquidénico (Benitez-Angeles, et al.,
2020).

E importante mencionar que os canais TRPA1 também sdo proteinas
sensiveis a estimulos nocivos que sdo co-expressas com TRPV1 em algumas
subpopulagdes de neurdnios sensoriais, dai a importancia de avaliar os efeitos dos
agonistas acima mencionados na atividade destes canais (Benitez-Angeles, et al.,
2020).

2.2.3. Receptores glutamatérgicos

O glutamato € um modulador da dor no sistema nervoso central humano. No
sistema nervoso periférico, atua como um algogénio, e modula as atividades dos
nociceptores (Chung, 2020). Sugere-se que a maioria dos aferentes dos ganglios
trigeminais (GT) sdo glutamatérgicos, pois aproximadamente 80% dos aferentes
primarios trigeminais expressam o transportador vesicular de glutamato (Chung,
2020).

Reconhecido como um importante neurotransmissor excitatério, o glutamato
atua por meio de receptores ionotropicos, N-metil-D-aspartato (NMDA), receptores
de acido 2-amino-3—(3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-il) propanoico (AMPA), receptores
de cainato e receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs) (Chung, 2020).

Os receptores ionotrépicos de glutamato medeiam as respostas sinapticas

excitatérias rapidas e consistem em canais seletivos de cations constituidos de



multiplas subunidades que, com a sua ativacao, possibilitam o fluxo de ions Na+,
K+ e, em alguns casos, Ca?* pelas membranas plasmaticas (Hanada, 2020).

Os receptores AMPA estdo localizados em todo o SNC, particularmente no
hipocampo e cértex cerebral (Golan et al., 2014). A ativagdo do receptor AMPA pela
ligacdo do glutamato resulta principalmente no influxo de Na+ e efluxo de K+,
nenhum outro ligante endogeno foi descoberto até o momento. Eles séo
predominantemente expressos na membrana neuronal péds-sinaptica e
desempenham um papel na neurotransmissao excitatoria rapida na rede cerebral.
(Hanada, 2020).

Os receptores de cainato sao expressos em todo o SNC, particularmente em
hipocampo e cerebelo. Foram identificadas cinco subunidades do receptor de
cainato. A semelhanca dos receptores AMPA, os receptores de cainato possibilitam
o influxo de Na+ e o efluxo de K+ por meio de canais e apresentam cinética rapida
de ativacado e desativacao (Golan et al., 2014).

Os receptores NMDA s&o expressos principalmente em hipocampo, cortex
cerebral e medula espinal e consistem em complexos transmembrana oligoméricos
compostos de multiplas subunidades (Golan et al., 2014). Sua ativagao, que exige
a ligagao simultanea de glutamato e glicina, abre um canal que possibilita o efluxo
de K+ e influxo de Na+ e Ca?*. Os receptores NMDA diferem dos outros receptores
ionotropicos de glutamato, pois exigem multiplas ligagdes para a ativagéo do canal,
e sua regulacdo depende de uma atividade pré-sinaptica mais intensa que a
necessaria para abrir os receptores AMPA ou cainato (Hanada, 2020).

Os receptores metabotropicos de glutamato (mGIluRs) sdo receptores
acoplados a proteina G que foram categorizados em trés grupos com base em suas
vias de transdugado de sinal e perfis farmacologicos. Os receptores do grupo |
provocam excitacdo neuronal por meio da ativagao da fosfolipase C e da liberagcéo
de Ca?*, ou por ativagédo da adenilciclase e producdo de AMPc. Os receptores dos
grupos Il e Illl inibem a adenilciclase e diminuem a producdo de AMPc.
Consecutivamente, essas vias de segundos mensageiros regulam os fluxos idbnicos
de outros canais (Crupi et al., 2019).

Como todos esses receptores sdo expressos nos terminais periféricos de
aferentes cutaneos de pequeno didmetro, o glutamato exdégeno ou endoégeno pode
evocar ou modular a nocicepgao por meio desses receptores (Chung, 2020). Ha

evidéncias acumuladas de que a transmissdo glutamatérgica contribui para o
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desenvolvimento e/ou a manutencdo da hiperalgesia. Os receptores NMDA
aumentam a transmissao sinaptica entre fibras aferentes nociceptivas e neurénios
do corno dorsal da medula espinal. Os antagonistas experimentais dos receptores
NMDA podem impedir e reverter a sensibilizagdo central nesses pacientes (Golan
et al., 2014).

2.3.Dor orofacial

A dor orofacial € comumente referida como uma condicdo mérbida da
cavidade oral ou face. Pode estar associada, no entanto, a dor de cabeca e
pescogo, cefaleia primaria, cervicalgia ou disturbios reumaticos (como fibromialgia
e artrite reumatoide) (Limeira, et al., 2022). A dor de origem dentaria é
frequentemente relatada e esta associada a alta prevaléncia de carie dentaria, que
esta ligada a doengas pulpares inflamatorias e ao impacto negativo na qualidade
de vida (Labanca et al. 2023). No Brasil, a prevaléncia de dor dentaria entre
escolares brasileiros de 8 a 10 anos é cerca de 51,5% (Santos, et al., 2019).

No entanto, condigdes crénicas de dor orofacial primaria ndo odontogénica,
como disturbios temporomandibulares, dor miofascial e artralgia, neuralgia
trigeminal e sindrome de ardéncia bucal, também s&o condicbes comumente
encontradas na clinica e evidéncias apoiam etiologia e fisiopatologia complexas e
multifatoriais. Diante disto, as descobertas cientificas ainda precisam se traduzir em

melhores cuidados com o manejo da dor (Sadighparvar, et al., 2023).

2.3.1. Terapias atuais no tratamento da dor orofacial

As terapias farmacologicas atuais para tratamento da dor orofacial incluem
o uso de analgésicos e corticosteroides para condigdes agudas, e anti-inflamatorios
ndo esteroidais (AINES), anestésicos locais e relaxantes musculares para
condigdes agudas e cronicas (Tomaz-Morais et al., 2017).

Esse tratamento multifarmacolégico € empregado por que ndo existe um
medicamento ideal para tratar a dor no complexo orofacial, visto que, embora os
medicamentos disponiveis sejam eficazes, necessitam de acompanhamento

profissional, pois causam efeitos adversos relevantes, como tolerancia e
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dependéncia, principalmente quando se trata de opioides. Somado a isso, outras
condi¢gdes indesejaveis como disfungéo renal, hipertensdo, hemorragias, ulceras
gastricas, hiperglicemia e imunossupressdao também podem estar presentes

(Limeira et al., 2023; Haggman-Henrikson et al., 2017).

Ademais, de acordo com o Centro de Controle e Prevencéo de Doencgas dos
Estados Unidos, mais de 70.000 pessoas morreram por overdose de drogas em
2017, das quais 47.000 foram devido ao uso de opioides (Limeira et al., 2022).

Nesse cenario, o uso de outros agentes com atividade analgésica na dor
orofacial ganha importéncia, sobretudo com a perspectiva de substituicdo ou
diminuicdo do uso e/ou dose dos farmacos atualmente comercializados (Tomaz-
Morais et al., 2017).

2.4.Derivados tiofénicos

Os compostos heterociclicos tém historicamente desempenhado um papel
importante na busca por produtos bioativos. Observa-se que mais de 75% dos
farmacos em uso clinico tém pelo menos um anel heterociclico em sua estrutura
quimica (Sharma et al., 2020). O tiofeno e seus derivados substituidos, todos
compostos heterociclicos, tém sido foco de interesse por quase duas décadas
(Cruz et al., 2021).

Os derivados de tiofeno fornecem intermediarios uteis em varias areas da
ciéncia e da industria, com uma ampla gama de aplicagbes e propriedades
terapéuticas (Lahsasni et al., 2018). Quanto as suas aplicagbes biologicas e
farmacoldgicas, os derivados do tiofeno possuem propriedades notaveis como
agentes antipsicoticos, ansioliticos, antifungicos, antimicrobianos, antioxidantes,
anticancerigenos e anti-inflamatérios. Tinoridina, acido tiaprofénico, Tenidap e
Zileuton sdo os exemplos mais conhecidos de farmacos disponiveis
comercialmente com propriedades anti-inflamatorias que contém um anel tiofénico
(Cruz et al., 2021).

Os AINEs foram desenvolvidos com o objetivo de inibir a atividade da COX,
enzimas que medeiam diretamente a produg¢ao de prostaglandinas, mas o grau de
inibicdo de cada isoforma, ou seja, COX-1 ou COX-2, pode variar e determina perfis
de efeitos colaterais (Prozzi et al., 2018). Muitos derivados tiofénicos ja foram
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descritos como potenciais inibidores dessas importantes enzimas (Cruz et al.,
2021).

Nesse contexto, uma revisdo de uma série de estudos realizada por Cruz et
al.,, 2021, demonstra a importancia dos compostos a base de tiofeno como
estruturas privilegiadas no design de farmacos e na descoberta de novos agentes
anti-inflamatdrios, apresentando atividade anti-inflamatéria superior aos AINEs de

referéncia, demonstrada em ensaios in vitro, in silico e in vivo.

2.5.Docking Molecular

Desde sua primeira aparicdo em meados da década de 1970, o docking
provou ser uma ferramenta importante para ajudar a entender como os compostos
quimicos interagem com seus alvos moleculares e para a descoberta e
desenvolvimento de medicamentos como identificagdo e otimizagao de acertos,
identificacdo de alvos a posteriori (triagem reversa), design de ligantes multialvo e
reposicionamento (Pinzi e Rastelli, 2019).

O docking também tem sido usado recentemente para uma variedade de
outros propodsitos na descoberta de medicamentos. Em particular, o docking
reverso, que permite prever os alvos bioldgicos de uma molécula de interesse, e
representa uma abordagem valiosa para a criagdo de perfis computacionais de
alvos (Torres et al., 2019).

As principais limitagbes que caracterizam o docking incluem uma
amostragem restrita de conformacgdes de ligantes e receptores na predigdo de pose
e 0 uso de funcbes de pontuacdo aproximadas, que muitas vezes fornecem
resultados que ndo se correlacionam com as afinidades de ligagao experimentais.
No entanto, a aplicagdo do docking no design de farmacos € limitada a alvos
biolégicos para os quais as estruturas cristalinas s&o conhecidas (Yuriev e
Ramsland, 2013).

Varias abordagens e algoritmos de docking estao disponiveis para permitir
a triagem reversa de um ligante em direcdo a uma biblioteca de estruturas de
proteinas e para avaliar sua afinidade de ligagdo. Quanto mais negativo for o valor
de energia obtido da analise dessas interagbes alvo-ligante, mais afinidade a
interagcéo possui (Pinzi e Rastelli, 2019).
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Além disso, bibliotecas personalizadas de alvos também podem ser
construidas manualmente em bancos de dados disponiveis publicamente de
estruturas cristalinas, como o Protein Data Bank (PDB). Em particular, os bancos
de dados PDB representa um reservatério bem conhecido de informagdes
desenvolvidas para ajudar a facilitar a biologia computacional, molecular e
estrutural (Pinzi e Rastelli, 2019).

As técnicas computacionais aplicadas ao desenvolvimento e descoberta de
novos farmacos permitem o direcionamento dos estudos, otimizando tempo,
trabalho e custos operacionais. Atualmente, tornou-se uma das etapas iniciais para
o direcionamento dos ensaios pré-clinicos, inclusive, direcionando na compreensao
de diversos mecanismos moleculares ou fen6menos bioldgicos. Logo, o docking
molecular € uma abordagem que permite entender o processamento do
acoplamento e interagdes de moléculas a uma proteina em nivel atdbmico. Os
calculos gerados permitem prever a pose, orientacdes e afinidade do ligante aos
sitios ativos do alvo (SILVA, 2023).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito antinociceptivo orofacial de um derivado 2-aminotiofénico
sobre o modelo experimental de nocicep¢do em camundongos e elucidar o seu

possivel alvo de agédo por meio de abordagem in silico.

3.2 Objetivos especificos

a) Investigar a acdo antinociceptiva do derivado 2-aminotiofénico 7CNO3
diante da interacdo com receptores opioides.

b) Investigar a agdo antinociceptiva do derivado 2-aminotiofénico 7CNO3
diante da interagdo com receptor NMDA de glutamato.

c) Investigar a acdo antinociceptiva do derivado 2-aminotiofénico 7CNO3
diante da interacdo com receptor de potencial transitorio vaniloide 1.

d) Predizer o potencial farmacologico em alvos relacionados a atividade
antinociceptiva através de metodologias in silico de modelagem
molecular;

e) Sugerir um possivel mecanismo de agéo para os efeitos do derivado 2-

aminotiofénico 7CNO3.
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4. ARTIGO 1

O manuscrito a seguir foi submetido para publicagdo no peridédico “Brazilian Oral

Research” e encontra-se em analise.

EFEITO ANTINOCICEPTIVO OROFACIAL DE UM NOVO DERIVADO 2-AMINO-
TIOFENO E SEUS POSSIVEIS ALVOS DE AGAO
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RESUMO

A dor na regido orofacial compromete a qualidade de vida, e as terapias atuais,
limitadas em eficacia e com efeitos adversos, impulsionam a busca por novos
tratamentos. Os derivados tiofénicos possuem propriedades terapéuticas notaveis,
entre elas antinociceptiva e anti-inflamatoria, e estudos recentes mostram atividade
superior a medicamentos comerciais, destacando sua importancia na concepgao
de novos agentes. Este estudo investigou o efeito antinociceptivo do derivado
tiofénico 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (7CNO3) e seus possiveis mecanismos agdo. Em
testes in vivo com camundongos machos (n = 6 por grupo), a nocicepgao foi
induzida por formalina, capsaicina e glutamato, uma hora apos o tratamento, e a
friccao facial serviu como parametro para medir o comportamento nociceptivo. O
7CNO03, em diferentes doses (1 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg), apresentou agéo
significativa na fase neurogénica no teste de formalina, reduzindo o comportamento
nociceptivo em até 56%. Na fase inflamatoria, a dose de 1 mg/kg promoveu efeito
antinociceptivo, com redugcdo do comportamento nociceptivo em 32% (p < 0,05).
No teste com glutamato, o 7CNO3 bloqueou a nocicepgao em até 90% (p < 0,001),
e no teste com capsaicina, reduziu o comportamento nociceptivo em até 74%.
Estudos de docking molecular indicaram predicdo de maior afinidade do 7CNO3
com os receptores p-opioide (-97,00 Kcal/mol), TRPV1 (-87,79 Kcal/mol) e NMDA
(-104,86 Kcal/mol) quando comparado com os ligantes cocristalizados. Os achados
sugerem que o derivado tiofénico avaliado apresenta efeito antinociceptivo
orofacial, com predicdo mecanismo de acao por envolvimento de receptores

opiodides, de potencial transitorio vaniloide e glutamatérgico.

Palavras-chave: Dor facial. Analgésicos. Tratamento da dor. Derivado tiofénico.

Modelos animais.
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1. INTRODUGAO

A dor orofacial € comumente citada como uma comorbidade da cavidade
oral ou face e se caracteriza pela presenca da dor nos tecidos moles e/ou
mineralizados (Matsuka, 2022). Sua etiologia pode ser de origem odontogénica ou
ndo odontogénica, esta ultima de dificil diagndstico, acometendo musculos,
articulagdes e nervos, bem como pode estar associada a cefaleia, cervicalgia e
doencas reumaticas, como fibromialgia e artrite reumatoide (Matsuka, 2022;
Shaefer et al., 2018). Diante dessa complexidade, a dor orofacial é considerada um
dos problemas mais graves de saude em todo o mundo, e muitos pacientes n&o

conseguem encontrar métodos eficazes de tratamento (Joury et al., 2018).

A prevaléncia de dor na regido orofacial € de 30,2% em paises em
desenvolvimento, parcela importante da populacdo que pode ter a qualidade de
vida impactada diante das repercussdes biologicas desse problema, pois esta
associado a limitagdo funcional e desconforto psicolégico (Ananthan e Benoliel,
2020).

Distintivamente do sistema espinhal, a condug¢ao de impulsos nociceptivos
através dos nervos trigémeos é realizada por 6rgaos nao localizados em outras
partes do corpo e representa um nivel particular da regido facial (Beirith et al.,
2002). A singularidade do sistema trigeminal é a integragcdo das entradas
nociceptivas em mais de um nivel, ou seja, no tronco cerebral, no subnucleo caudal
e nos outros componentes do complexo nuclear trigeminal, que também processam

as propriedades do toque epicritico e da propriocepgao da face (Hargreaves, 2011).

As terapias atuais para o tratamento da dor orofacial incluem o uso de
analgésicos ou anti-inflamatérios, sejam eles ndo-esteroidais ou esteroidais.
Entretanto, ndo existe um medicamento ideal para tratar o complexo orofacial, uma
vez que os medicamentos atualmente empregados tém o seu uso limitado ou
interrompido  em consequéncia de efeitos adversos como disturbios
gastrointestinais, hepaticos e renais ou reagdes de hipersensibilidade (Bindu et al.,
2020). Quando se considera os opioides em particular, a tolerancia e dependéncia
farmacoldgica, responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em paises

desenvolvidos, tornando-se evidente a necessidade de doses menores ou mesmo
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substituicdo dessa classe de medicamentos por outros agentes (Upp e Waljee,
2020).

Os Anti-inflamatodrios ndo esteroides (AINES) comerciais, a exemplo da
tinoridina e acido tiaprofénico (usado especialmente para o tratamento da dor
artritica), contém um anel tiofénico (Cruz et al., 2020). Estudos recentes mostram a
importancia deste anel, onde o mesmo serve como base para o desenvolvimento
de drogas e na descoberta de novos agentes anti-inflamatorios. A grande maioria
de seus derivados planejados e sintetizados apresentam atividade anti-inflamatoria
superior aos AINEs de referéncia, conforme demonstrado em ensaios in vitro, in
silico e in vivo (Cruz et al., 2021; Cruz et al., 2020; Mota et al., 2018).

Nesse contexto, o derivado tiofénico 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-
5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (7CNO3) se destaca como
um agente promissor para o tratamento da dor orofacial, visto que nossos estudos
anteriores demonstraram atividade analgésica no sistema espinhal. Em dados
ainda n&o publicados, descobrimos que o 7CNO03 apresentou efeito antinociceptivo
em doses de 1 mg/kg, 0,1 mg/kg e 0,01 mg/kg (v.0.). Esses achados sustentam a
hipétese de que esse composto apresenta efeito antinociceptivo que envolve o

sistema trigeminal.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito antinociceptivo orofacial do
derivado 2-amino-tiofénico 7CN03 em camundongos usando modelos animais de
nocicepgao que envolvem receptores opioides, de potencial transitério (TRP) e
glutamatérgicos, além de elucidar os possiveis alvos de agao da substéncia através

de avaliagdo de ancoragem molecular.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Testes in vivo
2.1.1. Local de pesquisa, aspectos éticos e animais

Neste estudo experimental, ndo clinico, controlado e triplo-cego, foram
usados camundongos albinos swiss adultos saudaveis (Mus musculus) pesando 30
a 40 g. Os camundongos foram mantidos em condi¢gdes de temperatura controlada
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(21 £2°C) e um ciclo claro/escuro de 12 horas com comida e agua Ad libitum. Todos
os animais foram obtidos da Unidade de Producédo Animal do Instituto de Pesquisa
em Medicamentos e Farmacos (IPFarm) da Universidade Federal da Paraiba, Jo&o
Pessoa, Estado da Paraiba, Brasil.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal da Paraiba (Protocolo n.° 7123201123/2023). Um
numero reduzido de animais foi considerado para os experimentos, bem como
medidas de controle de sofrimento ou estresse em todas as fases da
experimentagao foram adotadas de acordo com as diretrizes éticas para pesquisa

com animais.

A definicdo do tamanho amostral ocorreu em fungéo de critérios estatisticos,
considerando os seguintes parametros: teste T, com dois lados (lateralidade),
tamanho (magnitude) do efeito igual a 2.444, nivel de significancia de 5% (0=5%)
e poder de 90%, usando o Programa GPower, versao 3.1. Esses parametros
indicaram a necessidade de utilizagdo de 5 animais por grupo experimental, com

adicao de 20% de possivel perda, portanto foram requeridos 6 animais por grupo.

2.2.2 Substancias e Reagentes

7CNO0O3, quimicamente 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetra-
hidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (Figura 1), foi ressintetizado em duas
etapas reacionais, conforme descrito anteriormente em Rodrigues et al. (2015) e
teve seus dados espectrais comparados com os dados publicados em da Cruz
(2011). O composto foi sintetizado no Laboratério de Sintese e Vetorizagdo
Molecular (LSMV) da Universidade Estadual da Paraiba, Brasil.

CN N/\
@\S\ NJ©/

Figura 1. 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (7CNO3) (da Cruz, 2011).
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Também foram usados os compostos: cloridrato de morfina (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, USA), glutamato (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA),
capsaicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), formaldeido (Vetec®, Rio de
Janeiro, RJ, Brasi), dizocilpina (MK-801) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e
Tween-80 (Vetec®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

2.2.3 Delineamento da pesquisa e protocolos experimentais para indugao de
nocicepc¢ao orofacial

Trés modelos foram conduzidos para a avaliagdo da atividade
antinociceptiva orofacial do 7CNO03: a) nocicepgado induzida por formalina, b)
nocicepgao induzida por glutamato e c) nocicepgéo induzida por capsaicina. Os
experimentos referentes a cada modelo ocorrem em trés grupos independentes,
onde cada grupo constituiu-se em 30 animais divididos em cinco subgrupos de

camundongos igualmente distribuidos.

Os animais foram pré-tratados com morfina a 20 mg/kg (v.0) ou MK-801
(Teste de indugao de nocicepgao pelo glutamato) a 15 pg/kg (i.p), 7CNO3 a 1 mg/kg
(v.0), 7CNO3 a 0,1 mg/kg (v.0), 7CNO3 a 0,01 mg/kg (v.0), e solugdo salina (cloreto
de sodio a 0,9%) (v.0) em 20 pL de solugdo, uma hora antes da indugao de
nocicepgao orofacial. As dosagens do teste de 7CNO3 foram determinadas com

base nos efeitos do mesmo no sistema espinal.

O gerenciamento dos dados e métodos de cegamento foram realizados com
objetivo de reduzir possiveis vieses no método de coleta e analise dos dados. O
sequenciamento de testes se deu de forma randomizada, com alocagao aleatoria
dos animais. A preparacao, o desempenho e a analise comportamental foram triplo-

cegos de acordo com protocolo realizado por Tomaz-Morais et al. (2017).
2.2.31 Modelos de nocicepgao orofacial induzida por formalina,
capsaicina e glutamato
Em razado da especificidade da inervagao sensitiva da face, que é realizada

pelo nervo trigémeo, cujas fibras carregam estimulos sensoriais de toque, pressao,
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temperatura e dor, a injecao perinasal das substéncias indutoras de nocicepgéo é

bem indicada nesses modelos.
2.2.3.1.1 Nocicepgéo orofacial induzida por formalina

Conforme protocolo descrito por Quintans-Junior et al. (2010), uma hora,
apo6s o tratamento com o composto teste 7CNO3 por via oral, 20 yL de uma solugéo
de formalina a 2,5% (formaldeido em agua destilada) foi administrada por via
subcutdnea na porgao lateral do labio superior (regido paranasal) dos
camundongos utilizando uma agulha de calibre 27. O comportamento nociceptivo
foi observado durante 40 minutos, correspondente a primeira fase - neurogénica (0-
5 min) e a segunda fase - inflamatéria (15-40 min). A atividade nociceptiva foi
determinada a partir do registro do tempo de fricgdo (em segundos) da area injetada

com a pata ipsilateral dianteira ou traseira.
2.2.3.1.2 Nocicepgao orofacial induzida por glutamato

O modelo de nocicepgao induzida por glutamato foi realizado conforme
descrito por Beirith et al. (2002). Neste, 20 yL de uma solugdo de 15 ug de
glutamato foram administrados por via subcutédnea na porgao lateral do labio
superior direito dos camundongos com uma agulha de calibre 27 uma hora apés o
tratamento com 7CNO3 (v.0.). Em seguida, os animais foram observados durante
15 minutos apos a aplicagédo do glutamato. Assim como se deu no teste anterior, a
atividade nociceptiva foi determinada a partir do registro do tempo de fricgdo (em

segundos) da area injetada com a pata ipsilateral dianteira ou traseira.
2.2.3.1.3 Nocicepgéo orofacial induzida por capsaicina

O modelo de indugdo de nocicepgdo por capsaicina seguiu o protocolo
relatado por Pelissier et al. (2002) e adaptado por Quitans-Junior et al. (2010). Os
testes se deram a partir da administracdo de 20 uL de uma solugéo de 2,5 pg de
capsaicina no labio superior direito de camundongos uma hora apés o tratamento
com 7CNO3 (v.0), seguida da observagdo do comportamento nociceptivo (friccdo
da area injetada com a pata ipsilateral dianteira ou traseira) por 20 minutos.

2.3 Analise estatistica
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ApoOs a realizagao de teste e normalidade e comprovagdo de amostragem
paramétrica, os resultados obtidos foram analisados por meio de ANOVA seguido
do teste post-hoc de Tukey usando o software Graph Pad Prism, versédo 5.0. Os
valores sdo expressos como média * desvio padréo (DP). Foi considerado nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

2.4 Teste in silico
2.41 Docking molecular

O composto 7CNO3, em sua forma pro-farmaco, foi modelado usando o
software MarvinSketch v.23.14 e otimizado usando o método MMFF semi-empirico
do Spartan v.14 (Chemaxon, 2023; Wavefunction, 2014). As estruturas
cristalograficas de seis alvos envolvidos na fisiopatologia da dor foram selecionadas
do Protein Data Bank (PDB) (Tabela 1). Como comparativo, foram selecionados
agonistas (receptores opioides) ou antagonistas (TRPV1, TRPA1 e NMDAR) de

cada um dos alvos.

Tabela 1. Alvos e ligantes usados no docking molecular.

Alvo PDB (ID) Resolugao Ligantes
Receptor p-opioide 8EF6 [3] 3,20 A Morfina
Receptor 6-opioide 6PT3 [4] 3,10 A DPI1-287
Receptor k-opioide 6B73 [5] 3,30 A MP1104

TRPV1 51S0 [6] 3,43 A Capsazepina
TRPA1 7JUP [7] 3,05A AM-0902
Receptor NMDA 7EOQ [8] 3,50 A Escetamina

O software Molegro Virtual Docker v.2013.6.0.1 foi utilizado para realizar o
docking molecular (CLC Bio Company, 2013). Todas as moléculas de agua e os

cofatores foram excluidos e antes do docking molecular, a etapa de redocking foi
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realizada, a fim de avaliar a precisdo e confiabilidade dos resultados a partir do
Root-Mean-Square Deviation (RMSD). O RMSD é uma etapa necessaria para
verificar se o algoritmo foi capaz de produzir a pose correta e valores < 2 A sdo
considerados satisfatérios. Os valores de RMSD nao foram considerados para o
receptor NMDA (PDB: 7EOQ) por ndo possuir ligante cocristalizado disponivel e a

escetamina foi utilizada como controle positivo.

A simulacdo foi conduzida usando as configuragbes padrdo. A funcao
MolDock Score foi utilizada para avaliar as poses do ligante, considerando energia
interna, ligagbes de hidrogénio e contribuicbes de energia torcional. Vinte runs
foram realizadas usando o algoritmo MolDock SE, e as 5 principais poses foram
mantidas. Uma grade com raio de 15 A e resolugéo de 0,30 A foi gerada centrada
nas posi¢coes dos ligantes cristalograficos nas proteinas selecionadas. As poses
encaixadas foram posteriormente analisadas usando o Discovery Studio Visualizer
v21.1.0.20298 (Dassault Systémes, 2019).

3 RESULTADOS

3.1 Testes in vivo

O teste da formalina é amplamente utilizado como modelo experimental para
avaliar mecanismos de dor e a eficacia de agentes antinociceptivos, devido a sua
capacidade de reproduzir uma resposta bifasica que reflete diferentes processos
nociceptivos. Trata-se de um teste inespecifico, relacionado com a modulacéo da
resposta em receptores como TRPV1, NMDA e receptores opioides (Hunskaar e
Kjell, 1987).

No modelo de nocicepgao induzida por formalina, na fase neurogénica, a
exposicdo aguda ao 7CNO3 nas doses de 1 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg,
reduziram significativamente o comportamento de fricgdo da face, respectivamente
em: 52% (39,83 £ 9,083), 55% (36,67 + 3,870) e 56% (36,00 = 5,027) em relagao
ao grupo veiculo. Também foi observada redugédo significativa do movimento de
friccdo da face em 77% (18,8 + 5,2 s) para o grupo de camundongos tratados com

a morfina (20 mg kg'). Esses achados estdo descritos na figura 2.
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Figura 2. Efeito do 7CNO3 na nocicepgéao orofacial induzida pela formalina (Fase neurogénica).
Veiculo (Tween 80 5% + Salina, v.0), 7CNO3 (1, 0,1 e 0,01 mg/kg, v.0) e morfina (20 mg/kg, v.0).
Valores foram expressos em média e DP (n= 6, por grupo). Andlise estatistica: ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (7CN) = vs. veiculo e

(Morfina) = vs. veiculo.

Na segunda fase do teste da formalina (inflamatoria), apenas a dose de 1
mg/kg do 7CNO3 reduziu significativamente o comportamento nociceptivo (37,50
12,0 s) em relagao ao grupo veiculo, o equivalente a 62% menos tempo de fricgao
da face. Morfina (20 mg kg') também promoveu redugdo significativa da
nocicepgao orofacial em 67% (32,3 £ 12,4 s), em relagdo ao grupo veiculo (99,6

5,6 s). Esses resultados s&o visualizados na figura 3.
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Figura 3. Efeito do 7CNO3 na nocicepgao orofacial induzida pela formalina (Fase inflamatéria).
Veiculo (Tween 80 5% + Salina, v.0), 7CNO3 (1, 0,1 e 0,01 mg/kg, v.0) e morfina (20 mg/kg, v.0).
Valores foram expressos em média e DP (n= 6, por grupo). Andlise estatistica: ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (7CN) = vs. veiculo e

(Morfina) = vs. veiculo.

A indugdo de nocicepgao experimental por glutamato permite avaliar o
impacto de novos agentes no bloqueio dessa via excitatoria e na modulagédo de
receptores associados, especialmente NMDA, frequentemente implicados na
plasticidade sinaptica e na cronificagao da dor (Petrenko et al., 2003).

Nesse teste, quando comparado ao grupo veiculo, o 7CNO3 causou uma
reducao significativa no comportamento nociceptivo orofacial (p < 0,05) nas trés
doses testadas.

Como indicado na figura 4, o grupo de camundongos tratados com 7CNO03
nas doses de 1 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg, reduziram significativamente o
comportamento de friccdo da face, respectivamente, em: 81% (10,17 + 1,62), 90%
(5,0 £ 1,50) e 85% (8,16 + 2,57) em relagdo ao grupo veiculo (54,5 + 7,0 s). O
antagonista de receptor NMDA de glutamato MK-801 (15 ug kg') reduziu
significativamente o movimento de fricgdo da face em 95% (2,3 £ 0,5 s).

24



Glutamato

80-
=3 Controle
0 4
o 60 T B \K-801 15 pg kg’
(&)
i B 7CNO31mgkg
S 40+ p
o B3 7CNO3 0,1 mg kg
l
§ 20 B3 7CNO03 0,01 mg kg’
L * K R . *hKK®
0 | -'-_‘_*_*_
Tratamentos

Figura 4. Efeito do 7CNO03 na nocicepgéao orofacial induzida pelo glutamato. Veiculo (Tween 80
5% + Salina, v.0), 7CNO3 (1, 0,1 e 0,01 mg/kg, v.0) e MK-801 (15 ug/kg, i.p). Valores foram
expressos em média e DP (n= 6, por grupo). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida do
teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (7CN) = vs. veiculo e (MK-801) = vs. veiculo.

O modelo de nocicepgéao induzida por capsaicina € particularmente relevante
para avaliar compostos que modulam o receptor de potencial transitério vanildide 1
(TRPV1), canal ibnico altamente sensivel ao calor, protons e compostos quimicos
como a capsaicina, contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas para condigbes dolorosas agudas e cronicas associadas a
hiperatividade deste (Caterina et al., 1997).

Nos testes de indug&do de nocicepgdo com capsaicina, a exposi¢gao aguda
ao 7CNO3 nas doses de 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg, reduziram significativamente o
comportamento de fricgdo da face, respectivamente em: 71% (23,40 £ 3,25) e 74%
(20,80 £ 1,98) em relagéao ao grupo controle (81,6 £ 22 s). Nesse teste, apesar de
reduzir o comportamento nociceptivo em 58% (34,20 + 8,47), a dose de 1 mg/kg
nao apresentou diferenca estatisticamente significativa quando comparada as
outras doses. O grupo de camundongos tratados com a morfina (20 mg kg')
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reduziu significativamente o movimento de friccdo da face em 84% (12,6 + 4,8 s).

Esses resultados s&o apresentados na figura 5.
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Figura 5. Efeito do 7CNO03 na nocicepgao orofacial induzida pela capsaicina. Controle (Tween 80
5% + Salina, v.0), 7CNO3 (1, 0,1 e 0,01 mg/kg, v.0) e morfina (20 mg/kg, v.0). Valores foram
expressos em média e DP (n= 6, por grupo). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida do
teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (7CN) = vs. controle e (Morfina) = vs. controle.

3.2 Docking molecular

O complexo formado por 7CNO3 e os receptores p-opioide, TRPV1 e NMDA
indicaram escores mais negativos quando comparado aquele formado com os

controles. Esses achados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Escores de MolDock (em Kcal/mol) e RMSD dos complexos analisados.

Alvos Ligantes Escore MolDock RMSD
Receptor p-opioide 7CNO3 -97,00 0,14
plor-op Morfina 71,43
- 7CNO3 -112,31 0,28
Receptor 6-opioide DPI-287 14116
Receptor k-opioide 7CNO3 -107,28 0.15
plork-op MP1104 138,26
7CNO3 -134,28 0,35
TRPA1 AM-0902 -195,21
TRPV1 7CNO3 -87,79 0,66
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Capsazepina -85,05
7CNO3 -104,86 -
Receptor NMDA Escetamina -80,87

As figuras 6, 7 e 8 apresentam os principais tipos de interagcdes entre o

composto testado e aminoacidos dos receptores avaliados.

O complexo formado por 7CNO3 e o receptor y-opioide mostrou um escore

mais negativo (-97,00) quando comparado aquele formado com a morfina (-71,43)

(Tabela 2). A analise das interagdes envolvidas mostra aminoacidos comuns aos
dois complexos: Met153, 11298, Val302 e Tyr150 (Quadro 1, Figura 6 a,b).

Quadro 1. Tipos de interagbes formadas entre ligantes e residuos dos alvos analisados, destacando os
residuos comuns aos dois ligantes (negrito).

. . ~ Ligagao
Ligante Pi-alquila Empllrrarpento L!gaga? c.ie ca?bono-
pi-pi hidrogénio hidrogénio
Receptor p-opioide
Met153, 11298,
7CNO3 His299, Val302, - - Tyr150, Lys235
lle324, Tyr328.
Met153, Tyr150,
Morfina Val238, 11298, His299 Tyr150 Asp149, Tyr150
Val302, Trp320.
Receptor 6-opioide
Ala98, Met132,
7CNO3 ::2;‘; :.Egg Tyr308 Gly307, Ser131
Val281.
Ala98, Tyr129,
DP|-287 Met132, Phe280, Tyr308

Val281, Trp284,
Leu300, Ile304.
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Figura 6. Interagdes formadas entre 7CNO3 e controles positivos com os receptores opioides
ueod.

Em relagao ao receptor d-opioide, o complexo formado pelo agonista seletivo
DPI-287 possuiu escore mais negativo (-141,16) quando comparado ao formado
pelo derivado tiofénico 7CNO03 (-112,31) (Tabela 2, figura 6¢,d).

A porcado N,N-dietiibenzamida de DPI-287 & capaz de formar interagbes
hidrofobicas com os residuos de Val281, Phe280, Trp284 e Leu300 (Quadro 1),
enquanto a por¢ao benzil forma interagdes por empilhamento pi-pi com Tyr308. Por
fim, os grupos metila formam intera¢des hidrofébicas com M132, Tyr129, lle304 e
Tyr308 (Figura 6c¢).

O derivado 7CNO03, por sua vez, forma o mesmo tipo de interagdo com Ala98,
Met132, Val281 e Tyr308 (Quadro 1), mas contém ainda duas ligagbes carbono-
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hidrogénio: uma entre o o hidrogénio da por¢cao N,N-dimetilanilina de 7CNO3 e

Ser131 e outra entre a nitrila do tiofénico e Gly304 (Figura 6d).

Quanto aos complexos do receptor k-opioide, aquele formado com o

agonista MP1104 apresentou escore mais negativo (-138,26) comparado ao
formado com 7CNO3 (-107,28) (Tabela 2).

Quadro 2. Tipos de interagdes formadas entre ligantes e residuos dos alvos analisados,
destacando os residuos comuns aos dois ligantes (negrito).

. _ . Empilhamento Ligagao Ligagao Interagt"?es. Pi-
Ligante Pi-alquila . de carbono- desfavoraveis | enxofre
pi-pi . . . A .
hidrogénio | hidrogénio
Receptor k-opioide
Val230, Trp287, Lys227, - Met142
7CNO3 | His291, lle294, - - Asp138,
Tyr320 Tyr139
Val134, Leu135, Tyr139 -
Tyr139 Met142,
MP1104 | Cys210, Val230, His291 Asp138 Thr111
Trp287, 1le294,
Tyr320
Receptor TRPA1
Leu708, Trp711, - -
7CNO3 Arg975, Met978 Arg852 i i
Leu707, - -
Arg852, 11e858,
AM- Val861, Ala971, Trp711, His983 ;?;;g;
0902 Met978, Lys974, Gly857 Ala97 1’
Arg975, His983,
Leu982

A analise das interagbes mostra contatos hidrofébicos entre o grupo

ciclopropilmetil de MP1104 e o anel aromatico da cadeia lateral Tyr320 e Tyr287

(Figura 7a).
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Figura 7. Interagdes formadas entre 7CNO3 e controles positivos com os receptores k -opioide e
TRPA1.

O receptor TRPA1 formou um complexo muito mais estavel com o
antagonista AM-0902 (-195,21) comparado a 7CNO3 (-134,28) (Tabela 2). AM-0902
forma ainda ligagdes de hidrogénio entre o oxigénio da porgao hipoxantina e His983
e ligagdes carbono hidrogénio com hidrogénio dessa mesma porgdo com Arg852.
Além disso, o fluor ligado ao anel benzénico também forma uma ligagéo carbono
hidrogénio e uma interagao pi-alquila (Figura 7c).

Por outro lado, 7CNO3 forma apenas interagdes pi-alquila e empilhamento

pi-pi, que somado a menor quantidade de interagbes comparado a AM-0902,
podem explicar os valores de escore encontrados (Figura 7d).
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Apesar de formar mais interagdes com o receptor TRPV1, especialmente por

ligacdes de hidrogénio e pi-alquila (Quadro 3), o antagonista capsazepina formou

um complexo com valor de escore semelhante a 7CNO03: -85,05 para capsazepina
e -87,79 para 7CNO3 (Tabela 2).

Quadro 3. Tipos de interagdes formadas entre ligantes e residuos dos alvos analisados,
destacando os residuos comuns aos dois ligantes (negrito).

. . . Empilhamento Ligagao Ligacao Interagt?es. Pi-
Ligante Pi-alquila .. de carbono- | desfavoraveis | enxofre
pi-pi . .. . A
hidrogénio | hidrogénio
TRPV1
Leu515, - Met547,
7CNO3 Leus53, Tyr511 . Sersi12 Phe587
Asn551
Leu669
Phe543, Ser512, - Met547
Ala546, Met547, Tyr511,
Capsazepina Leu553, - Thr550, Tyr554,
Leu662, Asn551, Thr550
Ala665 Glu570
NMDAR
Alab43, Thr646, -
7CNO3 ) ) Alaba7 Thr648 Thr648
Escetami Leub42, ] Asn614, ) - _
scetaming | va1644 Asn615

O anel tiofénico de 7CNO3 formou duas interagcdes pi-enxofre: uma delas

envolve o grupo sulfidrila de Met547 e os elétrons pi do anel tiofénico, enquanto a

outra ocorre entre o enxofre tiofénico e o anel benzénico de Phe587 (Figura 8b).
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Figura 8. Interagdes formadas entre 7CNO3 e controles positivos com os receptores TRPV1
e NMDAR.

Por fim, o complexo formado entre NMDAR e 7CNO0O3 obteve escore mais
negativo (-104,86) quando comparado ao formado com a escetamina (-80,87)
(Tabela 2). Esses valores podem ser explicados por 7CN0O3 formar mais interagdes
com o receptor, como uma ligagado de hidrogénio entre o grupo nitrila e Ala647 e
uma ligagao carbono-hidrogénio entre a imina ligada ao anel tiofénico e Ala643.
Apesar disso, ha interagbes desfavoraveis entre 7CNO3 e o alvo: uma entre o
hidrogénio da porgao N,N-dimetilbenzilamina de 7CNO3 e Thr646 e outra entre o

hidrogénio do anel benzénico e Thr648 (Figura 8c,d), que podem diminuir a
estabilidade do complexo.
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DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram avaliar os possiveis efeitos antinociceptivos
do derivado tiofénico 7CNO3 utilizando modelos nociceptivos orofaciais e sugerir
alvos de ligagao para obtengao do efeito apresentado. Os resultados obtidos a partir
dos testes in vivo mostram atividade antinociceptiva orofacial, possivelmente
relacionada com a interagao entre a substancia estudada e receptores opioides,
glutamatérgicos e de potencial transitério vanildéide demonstrado no teste in silico.

O efeito antinociceptivo dos derivados tiofénicos pode ser atribuido a uma
combinacao das propriedades do anel tiofénico e dos substituintes acoplados a ele.
O anel tiofénico é uma estrutura aromatica que confere estabilidade quimica,
lipofilicidade e capacidade de interagdo com alvos moleculares, incluindo proteinas
e receptores envolvidos na nocicep¢ao, como TRPV1, NMDA e receptores
opioides. Além disso, sua conformacédo plana e eletronegatividade devido ao
enxofre tornam o anel um nucleo favoravel para interagbes 11-11 e ligagbes de
hidrogénio, essenciais para a atividade farmacologica (Ismail et al., 2012).

Os substituintes no anel tiofénico s&o cruciais para modular a atividade
antinociceptiva. Eles podem alterar a lipofilicidade e a biodisponibilidade do
composto, influenciando a capacidade de atravessar membranas bioldgicas, como
a barreira hematoencefalica. Podem ainda influenciar as interagcbes especificas
com receptores, enzimas e canais ibnicos relacionados a dor e conferir
propriedades adicionais, como atividade antioxidante, anti-inflamatéria ou de
estabilizacao de radicais livres, que complementam o efeito antinociceptivo (Shah
e Verma, 2018).

Estudo prévio reportou que o rendimento do 7CNO3 no processo de sintese
€ superior a 70%, o que indica aspecto positivo no sistema de produc¢ao laboratorial
(Rodrigues et al., 2015). Neste estudo, o composto foi administrado por via oral,
com uso de rigor metodolégico para estimar uma amostra probabilistica e
implementagédo de um sistema de cegamento durante a condugao dos ensaios. Isso
representa uma importante estratégia para atender aos pressupostos da pesquisa
translacional, que considera interlocugcido entre pesquisas basicas e clinicas, com
foco em principios cientificos e operacionais subjacentes (Gilliland et al., 2019).

A susceptibilidade da regido orofacial a dor aguda, decorrente de exposi¢cao
a substancias algogénicas sensibilizadoras dos receptores estudados (capsaicina,
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formalina e glutamato) se faz uma estratégia interessante para a investigagao
farmacoldgica objetivando a descoberta de novas possibilidades terapéuticas
(Nunes et al., 2024), especialmente se considerarmos que esses agentes
algogénicos séo reconhecidos por promoveremos ativagao de diferentes tipos de
nociceptores.

A dor orofacial em humanos pode ser resultado de processos inflamatorios
nos tecidos da regido, como a pulpite aguda e mucosite por exemplo, como também
de alteragdes cronicas envolvendo articulagdes temporomandibulares e musculos.
Sabe-se que os mecanismos de transmissao de estimulos nociceptivos ao nervo
trigémeo, se da através de fibras A-delta e C presentes na regido da face (Sessle,
2011). A interpretacdo da dor pelo sistema nervoso central a partir da ativagéo
direta de nociceptores de fibras aferentes do tipo C, liberacdo de substancia P e
outros neuropeptideos, caracteriza a fase neurogénica (Quintans-Junior, 2010).

Uma das substancias algogénicas utilizadas nos testes in vivo foi a
formalina, substancia capaz induzir a excitagdo de neurbnios nociceptivos do
nucleo trigeminal, estimulando fibras nociceptivas presentes na regido orofacial
apds sua aplicagdo. Trata-se de um método de avaliagdo valido, confiavel e
bifasico, sendo dividido em uma primeira fase chamada fase neurogénica, e uma
segunda fase chamada de fase inflamatoria (Luccarini et al., 2006).

Na fase inflamatoria, gerada devido a estimulagdo da medula espinal, apos
sensibilizagdo dos nociceptores e neurbnios centrais, ocorre a liberagdo de
serotonina, histamina, prostaglandina E2 (PGEZ2), éxido nitrico (ON), aminoacidos
excitatérios (glutamato e aspartato) e bradicinina (Silva et al., 2016). Investigagc&o
prévia demonstrou que derivados tiofénicos, com estruturas quimicas semelhantes
ao 7CNO03, foram capazes de reduzir quantidade de citocinas inflamatérias, como
IL-8, e apresentaram atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria (Mota, 2018;
Ahmed et al., 2013).

A atividade antinociceptiva do 7CNO3 pode ser associada a redugao da dor
inflamatoria, mas particularmente a dor neurogénica, uma vez que melhores
resultados foram obtidos na primeira etapa do teste. Estudos prévios reportaram
que derivados tiofénicos RMD86 (25, 50 e 100 mg/kg) e RBF(3)K (5 mg/kg) s&o
capazes de promover efeitos antinociceptivos nas duas fases do teste da formalina
em camundongos (da Cruz et al., 2020; Oliveira et al., 2009).

34



Drogas de agéao central atuam em ambas as fases do teste, enquanto drogas
de acgao periférica (por exemplo, AINEs) inibem apenas a segunda fase (Tomaz-
Morais et al., 2017). Assim, os achados do presente estudo sugerem que o 7CNO3
atua em ambas as fases. O efeito do composto na fase neurogénica, assim como
o observado para a morfina, pode ser decorrente de interacdo do farmaco com
receptores opioides, especialmente do tipo y-opioide ja que o estudo de docking
molecular indicou predicao de afinidade do 7CNO3 a este receptor.

Segundo Zhuang et al. (2022), o ohmefentanil, um agonista potente do
receptor u-opioide, possui a capacidade de formar interacbes adicionais com os
residuos Tyr150 e Asp149, o que pode explicar o aumento da sua poténcia em
comparacgao ao fentanil. O mesmo residuo de aminoacido forma uma ligagéo
carbono-hidrogénio entre a porgdo N,N-dimetilanilina de 7CN0O3 com o residuo
Tyr150, o que pode contribuir para a ativagdo desse receptor e um possivel efeito
antinociceptivo.

Sabe-se que mutagbes em Tyr320 reduzem fortemente a poténcia do
MP1104, um ligante para receptor k-opioide, para sinalizacdo da proteina G
(principalmente Gi), enquanto o mutante Typ287 reduz seletivamente a poténcia de
recrutamento de -arrestina 2 do MP1104, proteina frequentemente associada a
efeitos adversos como disforia, sedacgao e diminuicdo do limiar de recompensa, o
que pode levar a sintomas semelhantes a depressédo (Che et al., 2018). Neste
estudo, observamos que esses residuos formam os mesmos tipos de interagao (pi-
alquila) no complexo formado com 7CNO3, sugerindo que esse composto possua
atividade semelhante a MP1104 em relagao a sinalizagao celular de proteinas G.

O residuo M142, por sua vez, esta localizado em um aglomerado aromatico
envolvido na ativacéo de varios receptores acoplados a proteina G (Katritch et al.,
2013; Holst et al., 2010). Enquanto MP1104 forma interagdes pi-alquila, 7CNO3
forma ligagbes mais fortes, do tipo pi-enxofre, entre o grupo nitrila do derivado
tiofénico e o enxofre da cadeia lateral do aminoacido. Esses dados, novamente,
sugerem que 7CNO3 possa atuar na sinalizagao celular como MP1104.

O glutamato € um aminoacido com um importante papel na
neurotransmissao excitatoria e tem seus efeitos mediados por receptores
ionotropicos (NMDA e AMPA) ou metabotrépicos (mGlur). A ativacdo desses
receptores promove modulagdo da adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que
desencadeia a propagacao de impulsos nervosos pelo influxo de ion sédio. A rapida

35



transmissao sinaptica ocorre a partir da ativagao dos receptores ionotropicos, pois
eles estdo associados a abertura de canais para ions Ca?* (Ivanova et al., 2020;
Nascimento et al., 2018). O estudo de ancoragem molecular fornece evidéncias de
forte interagdo do 7CNO3 pelo receptor NMDA. Foi possivel ver a participagao da
por¢cao N,N-dimetilanilina e do nucleo tiofénico de 7CN0O3 na formagao de varias
interagdes intermoleculares relevantes, sinalizando a importancia desses dois
grupos para uma possivel atividade biologica.

Essa possivel interacdo do 7CN0O3 com receptor NMDA contribui para
explicar o efeito antinociceptivo observado, uma vez que o glutamato é capaz de
excitar aferentes nociceptivos que suprem os tecidos musculoesqueléticos da face,
gerando dor a partir de uma resposta nociceptiva de curta duragdo (Turner e
Outhwaite, 2007; Chung e Ro, 2020). Consistentemente, segundo relato de Chung
(2020), em humanos, a dor e a hiperalgesia mecénica induzidas pela injegao de
glutamato no masseter sdo atenuadas pelo tratamento do masseter com cetamina,
que bloqueia os receptores NMDA, indicando que os receptores NMDA periféricos
contribuem para a inflamagao, nocicepgao e hiperalgesia nos musculos masseter.

A capsaicina (8-metil-N-vanil-trans-6-zonisamida) é uma substéncia quimica
extraida da pimenta vermelha do género Capsicum capaz de excitar terminagdes
nervosas a partir da ativagcdo de receptores transitorios da familia vaniloide,
especialmente TRPV1, responsavel por gerar uma sensagao de calor nos
neurdnios, resultando em dor (Caterina et al., 1997).

O modelo de indugao de nocicepgao pela capsaicina € util para estudar os
mecanismos desencadeados pela nocicepgao trigeminal, uma vez que imita a dor
aguda ap6s um estimulo nocivo. Essa sustancia quando aplicada a pele, musculos
e outros tecidos demonstrou produzir inflamagdo e sensibiliza aferentes
nociceptivos trigeminal e espinal, bem como neurdnios do corno dorsal (Quintans-
Junior, 2010). Antagonistas de receptores vaniloides vém sendo estudados em
modelos de camundongos de mucosite ulcerativa oral, condicdo que causa dor
intensa durante a alimentacao e a fala, resultando em baixa qualidade de vida para
pacientes com cancer submetidos a quimiorradioterapia (Hitomi et al., 2019).

E sabido que independentemente de como ocorre o efeito do farmaco, por
ligac&o ou interagdo quimica, sua concentragéo no local da agao controla o efeito.
Entretanto, a resposta a concentragao pode ser complexa e é frequentemente nao

linear, foi o que observamos no teste da capsaicina, que indicou que o melhor efeito
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antinociceptivo do 7CNO3 ocorreu para a dose intermediaria testada. Esse efeito
pode ser explicado por fatores relacionados aos aspectos farmacocinéticos
(Maurya e Subramaniam, 2010).

O efeito antinociceptivo do 7CN03 também pode ser atribuido a sua
interacdo com o receptor TRPV1, que, quando ativado pela capsaicina, promove
influxo de cations e produz despolarizacdo da membrana celular. A transmissao do
impulso resultante dessa ativacdo pode ocorrer pela interagdo com varios
mediadores, a exemplo das taquicininas, substancia P, aminoacidos excitatérios,
oxido nitrico e outros mediadores pro-inflamatorios (Waning et al., 2007). Derivados
tiofénicos podem exercer seus efeitos antinociceptivos através de mecanismo de
modulag&o do receptor TRPV1 (Aiello et al., 2016).

TRPV1 e TRPA1 sao expressos em aproximadamente 25% e 10% dos
aferentes masseteres (Chung e Ro, 2020). Além disso, estudo prévio sugere que a
ativacdo do receptor TRPV1 na pele facial de ratos influenciam as respostas
nociceptivas a estimulos térmicos e mecanicos cutaneos nocivos, induzindo
alteragdes neuroplasticas no subnucleo caudal do tronco cerebral trigeminal
(Honda et al., 2008).

A analise in silico indicou predicéo de afinidade do 7CN0O3 com TRPV1, com
valor de ligagao préximo ao observado para o antagonista.

CONCLUSAO

Nossos achados sugerem que o composto tiofénico 7CNO3 apresenta efeito
antinociceptivo orofacial, com provavel alvo de acido envolvendo receptores

opioides, glutamatérgicos e vanildides.
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5. CONCLUSAO

O composto tiofénico 7CNO3 parece ser uma substancia potencial para o
desenvolvimento de formulag¢des para o tratamento de condi¢gdes de dor orofacial.
Com os resultados obtidos na pesquisa, considera-se a hipétese de que o 7CNO03
atua em receptores opioides, glutamatérgicos e vanildides, sendo necessaria a
investigacdo destes mecanismos em futuros ensaios in vivo. A elucidagdo do
mecanismo de acado e farmacocinética através de pesquisas futuras € de extrema
importancia para a compreensao do efeito farmacoldgico e posterior avaliagdo de
sua eficacia em ensaios clinicos para definicdo do perfil de aplicagdo dessa

sustancia.
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ANEXO

Certidao de aprovacao do CEUA.

Universidade Federal da Paraiba

Universidade
Federalda (&% Comissé&o de Etica no
Paraiba CEUA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito antinociceptivo orofacial do derivado 2-aminotiofénico (7CN03) e
elucidacdo de seu possivel mecanismo de agao.", protocolada sob o CEUA n2 7123201123 (D 002074), Sob a
responsabilidade de Ricardo Dias de Castro e equipe; Alleson Jamesson da Silva; Adriana Maria Fernandes de
Oliveira Golzio - que envolve a producao, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunio de 20/12/2023.

We certify that the proposal "Orofacial antinociceptive effect of the 2-aminothiophene derivative (7CN03) and
elucidation of its possible mechanism of action.", utilizing 186 Heterogenics mice (males and females), protocol
number CEUA 7123201123 (ip 002074), under the responsibility of Ricardo Dias de Castro and team; Alleson
Jamesson da Silva; Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio - which involves the production, maintenance and/or
use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009,
as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting
of 12/20/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2024 a 02/2025  Area: Ciéncias Farmacéuticas
Origem:  Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraiba

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 2 a 3 meses Quantidade: 186
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 20a30¢g
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