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Ata da 5292 (quingentésima vigésima nona) Dissertacdo de Mestrado do(a) aluno(a) do
Programa de Pds-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Nayana Maria
Medeiros Vilar Barbosa, candidato(a) ao Titulo de “Mestre” em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos na area de concentracao Farmacologia.
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seis (25/02/2026), em ambiente virtual de videoconferéncia através do aplicativo Google
Meet, link: https://meet.google.com/gxy-vsyg-cdg, reuniram-se em carater de Solenidade
Publica os membros da Comissdo designada para examinar o(a) discente Nayana Maria
Medeiros Vilar Barbosa, candidato(a) ao Titulo de “MESTRE” em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos na area de concentracdo Farmacologia. Foram componentes da
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Francisco Jaime Bezerra Mendonca Junior, Ph.D em Ciéncias Biologicas; Alefe Brito
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corpo docente da Universidade Federal da Paraiba. Dando inicio aos trabalhos, o(a)
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objetivos da reunido, apresentou o(a) candidato(a) Nayana Maria Medeiros Vilar
Barbosa, a quem concedeu a palavra para que dissertasse oral e sucintamente sobre o
tema apresentado e intitulado “Estudo integrado do potencial ansiolitico-simile e
neuroprotetor do derivado tiofénico 6CN07: abordagens in silico, in vivo e in vitro”.
Apoés discorrer sobre o referido tema durante cerca de quarenta minutos, o(a) candidato(a)
foi arguido(a) pelos examinadores na forma regimental. Em seguida, passou a comissao,
em carater secreto, a proceder a avaliagdo e julgamento do trabalho, concluindo por
atribuir-lhne o conceito APROVADO(A). Em face da aprovacédo, declarou o(a) Presidente
achar-se o(a) examinado(a) Nayana Maria Medeiros Vilar Barbosa legalmente
habilitado(a) a receber o Titulo de “MESTRE” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
na area de concentracdo Farmacologia, cabendo a Universidade Federal da Paraiba,
providéncias, como de direito, a expedicdo do Diploma que o(a) mesmo(a) faz jus. Nada
mais havendo a tratar, foi lavrada a presente ata que € abaixo assinada pelos membros da
Comisséao e pelo(a) discente.
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ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

5-HT - 5-hidroxitriptamina (serotonina)

5-HT1a — Receptor serotoninérgico subtipo 1A

5-HT24 — Receptor serotoninérgico subtipo 2A

5-HT3 — Receptor serotoninérgico subtipo 3

5-HT4 — Receptor serotoninérgico subtipo 4

AMPA — Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidénico
BAI — Beck Anxiety Inventory (Inventario de Ansiedade de Beck)
BZD — Benzodiazepinicos

CAT — Catalase

CI" — Ton cloreto

D2 — Receptor dopaminérgico subtipo D2

DSM-V —Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 5* edi¢do
EAAT-1 (GLAST) — Transportador Glutamato-Aspartato
EAAT-2 (GLT-1) — Transportador de Glutamato 1

EAATs — Transportadores de Aminoéacidos Excitatorios

GABA — Acido Gama-aminobutirico

GABAA — Receptor GABA subtipo A (ionotropico)

GABA3s — Receptor GABA subtipo B (metabotropico)

HPA - Eixo Hipotalamo—Hipo6fise—Adrenal

ISRS — Inibidores Seletivos da Recaptagao de Serotonina

IRSN - Inibidores da Recaptacao de Serotonina e Noradrenalina

NET - Transportador de Noradrenalina



NMDA — N-metil-D-aspartato

SERT —Transportador de Serotonina
SNC — Sistema Nervoso Central

SOD — Superdxido Dismutase

TA — Transtorno de Ansiedade

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa

TPH2 — Triptofano Hidroxilase 2
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RESUMO

Os transtornos de ansiedade constituem um importante problema de satde publica e,
apesar da diversidade de fArmacos ansioliticos, o tratamento ainda ¢ limitado por resposta
clinica insatisfatéria e efeitos adversos que comprometem a adesdo ao tratamento. Tais
fatores evidenciam a necessidade de investigar novos compostos com perfis
farmacoldgicos mais eficazes e seguros. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo investigar o potencial ansiolitico-simile do derivado tiofénico 6CNO7 e seu
possivel mecanismo de agdo através de abordagens in silico, in vivo € in vitro. As analises
in silico indicaram que o 6CNO7 apresentou propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas compativeis com farmacos de ag¢@o no sistema nervoso central, além de
interacdes favoraveis com importantes alvos envolvidos na neurobiologia da ansiedade,
a saber os receptores 5-HT1a, 5-HT2a ¢ GABAA. Em relacao as metodologias in vivo, o
6CNO7 apresentou efeito ansiolitico-simile em camundongos submetidos aos testes do
labirinto em cruz elevado e da caixa claro-escuro, sem induzir prejuizo na atividade
locomotora ou na coordenag@o motora. Estudos de antagonismo farmacoldgico indicaram
o possivel envolvimento dos receptores GABAA e 5-HT24 no efeito do composto.
Adicionalmente, o 6CN0O7 também apresentou efeito ansiolitico-simile no modelo de
ansiedade induzida por pentilenotetrazol, além de atenuar o estresse oxidativo associado
ao modelo. Por fim, nas andlises in vitro realizadas em cultura de astrocitos, na presenca
de glutamato, o 6CNO7 preservou a viabilidade celular frente a excitotoxicidade
glutamatérgica, sugerindo um possivel efeito neuroprotetor. Tomados em conjunto, os
resultados sugerem que o composto 6CNO7 apresenta um perfil farmacocinético e fisico-
quimico compativel com farmacos ansioliticos, cujo mecanismo de a¢do parece envolver
a neurotransmissdo GABAérgica e serotoninérgica, atenuagdo do estresse oxidativo e
neuroprotecdo frente a excitotoxicidade glutamatérgica. Entretanto, estudos adicionais
em nivel molecular sdo necessarios para uma melhor compreensao dos efeitos do

derivado tiofénico.

Palavras-Chave: Ansiedade; GABA; Serotonina; Estresse Oxidativo; Compostos

Heterociclicos.



ABSTRACT

Anxiety disorders represent a significant public health challenge, and despite the diversity
of anxiolytic drugs available, treatment remains limited by unsatisfactory clinical
responses and adverse effects that compromise patient adherence. These factors highlight
the urgent need to investigate new compounds with more effective and safer
pharmacological profiles. In this context, the present study aimed to investigate the
anxiolytic-like potential of the thiophene derivative 6CNO7 and its possible mechanism
of action through in silico, in vivo, and in vitro approaches. In silico analyses indicated
that 6CNO7 presented physicochemical and pharmacokinetic properties compatible with
central nervous system-acting drugs, in addition to favorable interactions with key targets
involved in the neurobiology of anxiety, namely 5 -HT1a, 5-HT24, and GABA receptors.
Regarding in vivo methodologies, 6CN0O7 promoted anxiolytic-like effects in mice
subjected to the Elevated Plus Maze (EPM) and Light-Dark Box (LDB) tests, without
inducing impairment in locomotor activity or motor coordination. Pharmacological
antagonism studies indicated the possible involvement of GABA 4 and 5-HT:a receptors
in the compound's effect. Additionally, 6CNO7 exhibited an anxiolytic-like effect in the
pentylenetetrazol (PTZ)-induced anxiety model and attenuated the oxidative stress
associated with this model. Finally, in vitro analyses performed on astrocyte cultures in
the presence of glutamate showed that 6CNO7 preserved cell viability against
glutamatergic excitotoxicity, suggesting a potential neuroprotective effect. Taken
together, these results suggest that compound 6CNO7 possesses a pharmacokinetic and
physicochemical profile compatible with anxiolytic drugs, whose mechanism of action
appears to involve GABAergic and serotonergic neurotransmission, attenuation of
oxidative stress, and neuroprotection against glutamatergic excitotoxicity. However,
further studies at the molecular level are necessary for a better understanding of this

thiophene derivative's effects.

Keywords: Anxiety; GABA; Serotonin; Oxidative stress; Heterocyclic compounds.
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1 INTRODUCAO

A ansiedade consiste em uma resposta emocional natural e adaptativa,
fundamental para a sobrevivéncia do organismo, uma vez que prepara o individuo para
lidar com situagdes percebidas como ameacadoras. No entanto, quando essa resposta
ocorre de forma exacerbada, persistente e desproporcional ao estimulo desencadeante, ela
pode evoluir para um transtorno psiquiatrico clinicamente relevante e potencialmente
incapacitante (HILBERT et al., 2014). Segundo o Manual Diagnoéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-V), os transtornos de ansiedade (TA) caracterizam-se por um
conjunto de manifestagdes somaticas e psiquicas, incluindo palpitagdes, taquicardia,
dispneia, elevacdo da pressdo arterial, tensdo muscular, cefaleia, nauseas, distirbios do
sono e sudorese excessiva, associados a sintomas como fadiga, irritabilidade, dificuldade

de concentragdo e sensagao persistente de angustia (APA, 2014).

Os transtornos de ansiedade representam atualmente a condi¢ao psiquiatrica mais
prevalente em escala global. Estimativas recentes indicam que aproximadamente 31% da
populacao mundial sera acometida por algum transtorno de ansiedade ao longo da vida,
superando inclusive os quadros depressivos, cuja prevaléncia ¢ estimada em 28,9%
(OPAS, 2024). No Brasil, esses transtornos apresentam prevaléncia particularmente
elevada, com cerca de 9,3% da populagao diagnosticada, configurando o pais como lider
mundial em nimero de casos reportados (OPAS, 2020). Apesar da ampla utilizagdo da
terapia farmacologica na pratica clinica, os farmacos atualmente disponiveis para o
tratamento dos transtornos de ansiedade estdo frequentemente associados a efeitos
adversos relevantes que incluem sedagdo, prejuizo cognitivo e risco de dependéncia, o

que compromete a adesdo terapéutica e a seguranga a longo prazo (BAES et al., 2017).

Evidéncias epidemioldgicas demonstram que a incidéncia e a prevaléncia dos
transtornos de ansiedade continuam a aumentar de forma consistente ao longo das ultimas
décadas, com importantes variagdes geograficas. Dados globais indicam que o niimero
estimado de casos incidentes aumentou de 31,13 milhdes em 1990 para 45,82 milhdes em
2019. Em 2021, foram registrados aproximadamente 359,2 milhdes de casos em todo o
mundo, com uma prevaléncia de 4.421,9 casos por 100.000 habitantes, representando um
aumento de cerca de 18% em relagdo a 1990. No mesmo periodo, os transtornos de

ansiedade foram responsaveis por 53,9 milhdes de casos incidentes, com uma taxa de
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incidéncia padronizada por idade de 678,3 por 100.000 habitantes, refletindo um
crescimento de 20,6% desde 1990 (WU et al., 2025).

Reconhecidos pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como os transtornos
mentais mais prevalentes, os transtornos de ansiedade afetaram aproximadamente 301
milhdes de individuos em 2019. De acordo com o Global Burden of Disease, Injuries and
Risk Factors Study (GBD), houve um aumento de 16,7% na taxa de anos de vida ajustados
por incapacidade (DALY) entre 2010 e 2021. Projecdes baseadas em modelos bayesianos
do tipo idade-periodo-coorte indicam que a prevaléncia global podera atingir cerca de
4.566 casos por 100.000 habitantes em 2030 (=4,6%) e 5.753 casos por 100.000
habitantes em 2050 (=5,8%), reforcando a tendéncia de crescimento continuo desse

agravo (ZHOU et al., 2025).

O GBD, um projeto multicéntrico que quantifica perdas de satide em escala global,
também aponta que os transtornos mentais figuram entre as principais causas de carga
global de doengas, sendo os transtornos de ansiedade, depressdo e esquizofrenia
responsaveis por uma propor¢ao expressiva dos DALY's associados a satide mental. Essa
carga elevada se distribui ao longo de toda a vida e afeta ambos os sexos de maneira
significativa. Ademais, apesar da disponibilidade de diversas intervengdes
farmacologicas e ndo farmacoldgicas eficazes, ndo houve reducdo substancial na
prevaléncia nem na carga global desses transtornos desde 1990, evidenciando limitagdes

importantes das abordagens terapéuticas atuais (WANG et al., 2025).

Nesse contexto, a identificagdo e o desenvolvimento de novos agentes ansioliticos
tém impulsionado a pesquisa cientifica e a industria farmacéutica pela busca de novas
moléculas com potencial efeito ansiolitico. A neurobiologia dos transtornos de ansiedade
envolve alteracoes complexas em multiplos sistemas, incluindo a redugdo da
neurotransmissao GABAérgica e serotoninérgica, € o aumento da atividade
glutamatérgica, além da ativacdo do processo neuroinflamatdrio e do estresse oxidativo.
Esses mecanismos tém sido amplamente associados a disfun¢do neuronal e a manutengdo
dos sintomas ansiosos, 0 que justifica o interesse crescente por compostos com

propriedades neuroprotetoras, antioxidantes e anti-inflamatorias (DENG et al., 2018).

Dentre os compostos sintéticos investigados, os derivados tiofénicos tém se
destacado como uma classe promissora, apresentando ampla diversidade estrutural e

potencial terapéutico associado a diferentes atividades biologicas. Estudos prévios
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revelaram um derivado tiofénico dotato de efeitos ansiolitico-simile, antioxidante e
neuroprotetor, sugerindo o potencial dessa importante classe quimica como candidato no
desenvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas para o tratamento dos transtornos
de ansiedade (FORTES et al., 2013a; FORTES et al., 2013b). Diante desse cenario, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial ansiolitico-simile do composto
6CNO7, um derivado tiofénico, por meio da integragdo de abordagens in silico, in vivo e

in vitro.
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2  REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transtornos de Ansiedade

Os TA sao caracterizados por um estado ansioso exacerbado e persistente (DSM-
5) com sinais e sintomas fisicos e psiquicos. Os sinais e sintomas estdo associados a
alteragdes enddcrinas, funcionais e estruturais, que ocorrem de maneira simultanea ou

isolada (Quadro 1) (SZUHANY; SIMON, 2022).

Quadro 1. Sintomas fisicos e psiquicos dos Transtornos de Ansiedade (TA).

Sintomas Fisicos Sintomas Psiquicos
Palpitacdes Inquietagdo
Falta de ar Irritabilidade
Taquicardia Fadiga

Aumento da pressdo arterial Dificuldade de Concentragdo
Sudorese excessiva Angustia intensa
Dor de cabega
Alteracao de habitos intestinais
Néuseas

Tensdo e dor muscular
Perturbagdes do sono

Dados da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) indicam que, no primeiro ano da
pandemia de COVID-19, a prevaléncia global de ansiedade e depressdao aumentou em
25%. No Brasil, aproximadamente 14 % da populagdo apresenta caracteristicas desses
transtornos, sendo um dos paises com as maiores prevaléncias de casos (BONADIMAN

et al., 2020).

O diagndstico dos transtornos de ansiedade ¢ embasado no Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V) e, em conjunto, pela Classificagdo
Internacional de Doengas (CID-11). Essas ferramentas elencam os diversos critérios,
sinais e sintomas especificos de cada tipo de transtorno de ansiedade (Quadro 2) (APA,

2014; LACK, 2024).
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Quadro 2. Classificacao dos transtornos de ansiedade segundo o DSM-5.

Classificacao Defini¢ao Sintomas
Dor no peito
Episodio abrupto de ansiedade e Falta de ar;
Transtorno do panico medo com inicio stbito, dotado Sensacdo de morte
de sintomas fisicos; iminente; Calafrios ou
ondas de calor
Episodio no qual a pessoa se Tremores, sudorese,
Transtorno de . }
. . sente observada e analisada pelos enrubescimento,
ansiedade social o~ .
. . outros. Comer, escrever, falar na palpitagdes, amnésia
(Fobia social) o
frente dos outros; iminente;

Inquietagdo com sensagao
Inicio insidioso e precoce com  de risco ou excitatoria;

Transtorno de curso cronico de gravidade ou fadiga intensa; tensao
Ansiedade curso episddico. Com alta muscular; distarbios do
Generalizada (TAG) dificuldade de controle da sono (auséncia de sono ou
preocupacgao. dificuldade de sono
REM)
e A Necessidade de utilizacao
Transtorno de Utilizagao de substancias que g
. . . da droga para sensacao de
Ansiedade Induzido causam a ansiedade, L
. . o bem-estar; Abstinéncia
por substancias principalmente, na sua auséncia.
pela droga.
Sensagdo circunscrita ao
Medo ou ansiedade acerca de um objeto/situacao.
Fobia Especifica  objeto ou situacao. Exemplo: voar, Excitabilidade neuronal;
tirar sangue, inje¢ao; desmaio ou quase
desmaio.

Medo ou ansiedade intensos
ocasionados pela exposi¢ao real
Agorafobia ou prevista a diversas situagoes.
(andar de onibus, locais fechados,
multiddo, local aberto)

Tontura, desmaio,
nauseas, desorientacao.

Timidez excessiva,
isolamento social, apego,
tragos compulsivos,

Fracasso consistente ao tentar
Mutismo seletivo falar em situagdes corriqueiras de
fala (escola, por exemplo).

negativismo.
Transtorno de Pesadelos recorrentes de
ansiedade da Medo ou ansiedade improprios €  separagdo abrupta, medo
separacio excessivo com quem o individuo de fazer qualquer
possui apego. atividade sem a pessoa
de apego;
Transtorno de Ansiedade ou medo intenso . i
. . . . Sintomas Classicos de
Ansiedade Devido a  diante de algum quadro clinico, .
.~ ! Ansiedade ou ataques de
Outra Condicao exame fisico ou achados Anico:
Médica laboratoriais p ’

O Inventario de Ansiedade de Beck (BAI), desenvolvido pelo médico psiquiatra

e pesquisador em psicandlise, Dr. Aaron Temkin Beck, em 1970, também ¢ uma
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ferramenta importante no diagnostico. O inventario ¢ composto por uma escala com 21
caracteristicas que, apoOs preenchimento pelo proprio paciente, ¢ possivel inferir a
gravidade do quadro de ansiedade (Quadro 3). Os 21 itens sdo respondidos de acordo com
a intensidade que cada individuo apresenta no cotidiano, utilizando uma escala de Likert,

variando de 0 (nada) até 3 (gravemente) (Quadro 4) (JULIAN et al., 2011).

Quadro 3. Inventério de Beck (BAI) para diagnostico e acompanhamento clinico dos

transtornos de ansiedade.

Ausente Suave Moderado Severo

0) @ (2) 3)

Escala de Ansiedade de Beck

. Dorméncia ou formigamento

. Sensagao de calor

. tremor nas pernas

. Incapaz de relaxar

. Medo de eventos ruins

. Confuso ou delirante

. Coracao acelerado

. Inseguro (a)
. Apavorado (a)
. Nervoso (a)

O[O AN | DN |W[IN|—

—_ | —
—| O

. Sensac¢ao de sufocamento

—_
[\

. Tremor nas maos

—_
(O8]

. Trémulo (a)

—_
~

. Medo de perder o controle
. Dificuldade de respirar

—
9]

—_
o)

. Medo de morrer
. Assustado (a)
. Indigestao

—_
3

—
o0

—_
\O

. Desmaios

[\
=)

. Rubor facial

\S)
—_

. Sudorese

Quadro 4. Escore do Inventario de Beck e classificacao.

Interpretacio do Escore Total do BAI

Escore Total Gravidade da Ansiedade
0-7 Grau minimo
8-15 Ansiedade Leve
16-25 Ansiedade moderada
26-63 Ansiedade grave
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2.2 Neurobiologia dos Transtornos de Ansiedade

O cortex e o sistema limbico sdo 4reas importantes para o processamento
adequado das emogdes (MALEZIEUX; KLEIN; GOGOLLA, 2023). O “Circuito de
Papez” (Figura 1) ¢ o nome dado ao conjunto de estruturas do sistema limbico, formado
pelo hipocampo, fornice, corpos mamilares, nicleo anterior do tdlamo, giro do cingulo,
amigdala, cortex frontobasal e cortex orbitobasal. Esse circuito ¢ finamente regulado por
um vasto sistema de neurotransmissores, como GABA, glutamato, serotonina e
noradrenalina. Estes sistemas estdo relacionados a geracdo e regulagdo de sentimentos
como o medo e ansiedade e, sua desregulagdo pode levar ao desenvolvimento de diversos

transtornos mentais (PANG et al., 2024).

>~
An\aqﬁh R
-

~._ Sensoriais

T HIPOCAMPO Fomix
hipocampal

GIRO DO CORPOS
“—  ciNGuLo MAMILARES

Capsula inm TALAMO Fasciculo

mamilo taldmico

Experiéncia
Emocional

Figura 1. Circuito de Papez e processamento da experiéncia emocional.
Fonte: Adaptado de ROCHA, JUNIOR e ROCHA (2015). Elaborado pela autora (2026),
utilizando a plataforma BioRender.com.

A neurobiologia dos transtornos de ansiedade ¢ multifatorial e envolve, a
principio, alteracdes na atividade dos sistemas GABAérgico, glutamatérgico,
serotoninérgico ¢ noradrenérgico (KOEN et al., 2011; BANDELOW et al., 2022). Além

da alteracdo nos sistemas de neurotransmissdo, ocorre também a ativacdo de vias
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bioquimicas, endocrinas e imunoldgicas como o estresse oxidativo, o eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal e a neuroinflamagao, respectivamente (Figura 2) (HARRO et al., 2018;
WANG et al., 2020).

. . . o Transtornos —
Sistema GABAérgico Sistema glutamatérgico de Estresse oxidativo
' Ansiedade (TA)
cl ca* i :
’ H /o T N .
—_ _____'____.__..» gt ; B! !
= = — Eixo HPA
Menor modulagdo Hiperexcitagao ) |
inibitdria (GABA,) glutamatérgica \ . ”\__ Hipotélamo
— Hipdfise
Sistema serutorinérgi:u Sistema noradrenérgico d Adrenal
A Cortlsolt
Jl+ Seratanin of “Noradrenalina ‘\5
= _;——\ ‘f (- e "] ' Neurobiclogia Neuroinflamagdo
—...,,,_‘_: LS Fe 'y d ; Multifatorial
% k TNF-a
= — - IL-1B 1
T IL-6
Disfuncio Hiperativacio MO Mi Citocinas
Serotoninérgica Noradrenérgica (Pré-inflamatdria)

Figura 2. Mecanismos neurobiologicos multifatoriais associados aos Transtornos de
Ansiedade (TA).

Fonte: Elaborado pela autora (2026), utilizando a plataforma BioRender.com.

2.2.1 Sistema GABAérgico

Dentre os principais pontos de controle da homeostase cerebral estd a
neurotransmissao GABA¢érgica, uma vez que ela ocupa papel central na regulagdo da de
forcas excitatdrias e inibitdrias, bem como na modula¢do do comportamento emocional,
sendo um dos alicerces neurobioldgicos dos transtornos de ansiedade. O acido gama-
aminobutirico (GABA) ¢ o principal neurotransmissor inibitdrio no sistema nervoso
central, promovendo a hiperpolarizagdo de neurdnios por meio de sua ligagdo ao receptor
GABAA, desencadeando uma resposta em milissegundos. A integridade desse sistema,
portanto, ¢ essencial para manter o equilibrio entre os processos excitatdrios e inibitorios,
contribuindo diretamente para a estabilidade funcional dos circuitos do medo e da
ansiedade, além de outros transtornos como epilepsia. Disfungdes entre sinais excitatorios
oriundos da amigdala e o falho controle inibitorio do cortex estdo entre as teorias mais

aceitas na relacdo entre GABA e ansiedade (ARORA et al., 2024).
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Evidéncias recentes sugerem que uma reducdo da atividade GABAérgica ou
alteragdes na expressao de subunidades dos receptores GABA estdo associadas a um
padrdo comportamental analogo a ansiedade em modelos experimentais, refletindo um
déficit funcional desse sistema em estados ansiosos, com hiperestimulagao da amigdala.
Além disso, a neuroimagem funcional em humanos tem documentado niveis reduzidos
de GABA em diversas regides corticais de individuos com transtornos de ansiedade,
reforgando a hipotese de que a disfuncao desta via contribui para a fisiopatologia desses

transtornos (ARORA et al., 2024; QIN et al., 2021; ELSAID et al., 2025).

No plano farmacoterapéutico, a modulagdo da via GABAérgica permanece um
dos mecanismos mais eficazes e bem caracterizados para o alivio dos sintomas ansiosos,
pela acdo dos benzodiazepinicos, como diazepam, midazolam, alprazolam, que atuam
como moduladores alostéricos positivos dos receptores GABA A aumentando a afinidade
do GABA pelo receptor, facilitando a abertura do canal i6nico e, consequentemente,
promove um influxo massivo de ions Cl” que promovem a hiperpolarizagdo. No entanto,
o uso clinico desses agentes ¢ limitado por efeitos colaterais como sedacdo, amnésia
anterégrada e diminuicdo da coordenagdao motora, além de tolerancia e risco de

dependéncia (BABAEYV et al., 2018).

A compreensdo detalhada dos mecanismos moleculares que regem a fungado e
regulacdo do receptor GABA 4, incluindo a diversidade de subunidades e sitios alostéricos
existentes, permite ampliar as perspectivas de desenvolvimento de novas intervencgdes
farmacoldgicas sem os efeitos adversos classicos, oferecendo uma base racional para a
investigacao de compostos como o 6CNO07, que podem interagir com a neurotransmissao
GABA¢érgica e contribuir para a modulagdo da ansiedade de forma mais precisa (ARORA

et al., 2024; MOHLER, 2011).

Nesse contexto, para investigar a participacao do sistema GABAérgico no efeito
de novos compostos, utiliza-se frequentemente em pesquisas pré-clinicas o antagonista
seletivo do sitio benzodiazepinico no receptor GABA4, o flumazenil. Seu uso ¢ realizado
em protocolos de antagonismo farmacologico que permite distinguir se a atividade
ansiolitica de uma molécula decorre de uma modulacao alostérica positiva nesse receptor,
de forma semelhante aos benzodiazepinicos classicos, como citado anteriormente
(GONZALEZ et al., 1997). Portanto, a auséncia de reversdo do efeito ansiolitico pelo

flumazenil sugere que o mecanismo de acdo do composto estudado independe da via
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benzodiazepinica direta, direcionando a investigagdo para outros sistemas

neurotransmissores, como o serotoninérgico ou glutamatérgico.

2.2.2 Sistema Serotoninérgico

O sistema serotoninérgico estd localizado nos nucleos da rafe no mesencéfalo,
constituindo um grupo Unico de neur6nios, uma vez que sd0 responsaveis por
expressarem o principal substrato para a sintese de serotonina, a triptofano hidroxilase-2
(TPH2), enzima limitante na formacdo do neurotransmissor serotonina (5-

hidroxitriptamina, 5-HT) (ALBERT et al., 2014).

O receptor 5-HT1a € expresso abundantemente no hipocampo, septo, amigdala e
cortex pré-frontal onde modula as agdes da 5-HT sobre o medo, a ansiedade, o estresse e
cogni¢do. O mecanismo de agado associado ao receptor SHT 14 envolve o acoplamento as
proteinas inibitorias Gi/Go, as quais inibem a atividade nos heterorreceptores nos
neurdnios-alvo e do autorreceptor pré-sinaptico, regulando a liberagdo de 5-HT
(LENICOV et al., 2007). Desequilibrios do balango entre os heterorreceptores e
autorreceptores estdo frequentemente associados a neurobiologia da depressdo e da

ansiedade, respectivamente (GARCIA-GARCIA et al., 2014)

O receptor 5-HT»a representa segundo principal tipo de receptor serotoninérgico,
amplamente distribuido no cortex, estriado ventral, hipocampo e amigdala. Ao contrario
do subtipo 5-HT1a, o receptor 5-HT24 estd acoplado a proteina Gq, que medeia as a¢des
excitatorias da serotonina nos neurdnios-alvo, embora existam fung¢des complementares
para outros receptores estimulatorios no cortex pré-frontal, como os receptores 5-HTs3, 5-
HT4 e 5-HT7. O resultado dessas agdes sdo as respostas comportamentais a novidade e
ameaca, que sao associadas ao estado de ansiedade do organismo, uma vez que
potencializam a liberacdo de serotonina em areas corticais envolvidas no processamento

da ansiedade (WEISSTAUB et al., 2006).

Diversas linhas de evidéncia indicam que a ativagdo de receptores 5-HT2a esta
centralmente associada a neurobiologia da ansiedade. No nivel pos-sinaptico, essa
ativagdo promove a supressao da neurotransmissdo GABAérgica no cortex frontal,
mediada pela fosforilagao dos receptores GABA via proteina cinase C. Essa reducao do

tonus inibitorio cortical reforca o papel pro-ansiogénico desse receptor (MILLAN, 2003).
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Paralelamente, estudos farmacoldgicos demonstram que a estimulacdo dos receptores 5-
HT,a promove o aumento do efluxo de glutamato em circuitos corticolimbicos,
contribuindo para um estado de hiperexcitabilidade neuronal (ROCHER et al., 1999;
MELLER et al., 2002).

Embora essa hiperexcitabilidade seja classicamente descrita sob a 6tica neuronal,
a literatura ressalta que esse fendmeno ¢ exacerbado por fontes ndo neuronais. Nesse
contexto, a sinalizacdo glutamatérgica disfuncional estd intimamente ligada a resposta
glial, onde a falha na homeostase mantida pelos astrocitos contribui para a
excitotoxicidade observada nos transtornos de ansiedade (HAROON et al., 2017).
Corroborando essa importdncia mecanica, o uso de antagonistas 5-HT»a, como a
cetanserina, tem demonstrado propriedades ansioliticas consistentes em modelos
experimentais (COSTALL et al., 1995; GRIEBEL et al., 1997). Essa intima relacao entre
a modulacdo serotoninérgica e o desequilibrio nos niveis de aminodcidos excitatérios e
inibitorios direciona o foco para o papel do sistema glutamatérgico na neurobiologia da

ansiedade.

2.2.3 Sistema Glutamatérgico

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatdrio no sistema nervoso central,
sendo responsavel pela maior por¢cdo da atividade sinaptica excitatéria. Presente em
praticamente todos os circuitos neurais, interconectando sistemas corticais e subcorticais,
esse sistema desempenha fungdes primordiais no neurodesenvolvimento, na plasticidade
sinaptica, na formagdo da memoria e nos processos de aprendizado e cogni¢cdo. Além
disso, o sistema glutamatérgico desenvolve importante atividade celular, tanto em
neurdnios quanto em células da glia, especialmente nos astrécitos. Tal atividade
influencia a sintese proteica e metabolismo energético, além de atuar como precursor de
moléculas neuroativas, como a glutationa, que mitiga o estresse oxidativo, e o0 GABA,

principal neurotransmissor inibitério do SNC (NASIR et al., 2020).

Seu mecanismo de acdo envolve atividade em dois tipos de receptores: os
ionotrépicos e os metabotropicos. Os primeiros sdo canais idnicos controlados por
ligantes, cujos agonistas seletivos incluem o N-metil-D-aspartato (NMDA), o acido a-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA) e cainato. O segundo grupo de
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receptores sdo proteinas transmembranares acopladas a proteina G, divididas em oito
subtipos denominados mGIuR (1.5, que a transmissdo glutamatérgica por vias
intracelulares de forma mais lenta e duradoura, responsaveis pela liberagdo de

neurotransmissores (YU et al., 2025).

Além do subtipo de receptor, a localizagdo ¢ decisiva em relagdo ao efeito
fisiologico ou patologico do glutamato. Além dos receptores sindpticos, existem
receptores extrassindpticos, ativados quando o glutamato extravasa a fenda sinéptica,
mesmo em pequenas quantidades, cuja ativagado esta relacionada a redugdo da plasticidade

neuronal e efeitos pré morte celular (PAL, 2018).

Dessa forma, ¢ de suma importancia um controle rigoroso na retengdo de
glutamato dentro da fenda sinéptica, principalmente por células da glia. Nesse contexto,
os astrocitos desempenham papel central nesta regulagdo, uma vez que sdo responsaveis
por captar o glutamato via transportadores de aminoacidos excitadores (EAATs) e o
converter em glutamina para reciclagem metabolica, processo essencial para prevenir a
excitagdo excessiva e, consequentemente, a excitotoxicidade (HAROON et al., 2017,

MAGDALENO ROMAN et al., 2024).

O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central
e, embora essencial a neurotransmissao fisioldgica, pode atuar como neurotoxina quando
presente em concentragdes elevadas no espago extracelular, desencadeando processos de
excitotoxicidade. Essa excitotoxicidade tem sido implicada ndo apenas em doencas
neurodegenerativas, acidente vascular cerebral e epilepsias, mas também em mecanismos
subjacentes a transtornos de ansiedade, nos quais o desequilibrio entre neurotransmissao
excitatoria e inibitoria pode contribuir para a hiperexcitabilidade neuronal e a disfungao
das redes cortico-limbicas envolvidas na resposta ao estresse. Dado que a regido
hipocampal desempenha papel critico na integracao de sinais emocionais € na modulagao
da ansiedade, a manuten¢@o de niveis estritamente controlados de glutamato extracelular
¢ fundamental para prevenir respostas neurotoxicas que podem agravar estados de

ansiedade (Chakraborty et al., 2023).

Esse controle homeostatico ¢ majoritariamente exercido por transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAATs), especialmente os subtipos EAAT-1 (GLAST) e
EAAT-2 (GLT-1), expressos predominantemente em astrdcitos. Estes transportadores

captam a maior parte do glutamato liberado sinapticamente, evitando sua acumulagdo no
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espaco extracelular e protegendo as células vizinhas contra a excitotoxicidade. Astrécitos
se destacam por sua maior eficiéncia na captacdo de glutamato em comparacao aos
neurdnios, derivada de um potencial de membrana estavel, gradientes idnicos favoraveis
e disponibilidade de ATP, os quais sustentam o transporte ativo de glutamato

(ANDERSEN et al., 2021).

No contexto dos modelos experimentais que exploram a neurobiologia da
ansiedade, a exposi¢do de culturas gliais a concentragdes elevadas de glutamato reproduz
aspectos da disfuncdo glutamatérgica observada em estados de ansiedade patoldgica,
incluindo reducdo da capacidade antioxidante e comprometimento da viabilidade celular
(McGRATH et al., 2022). Assim, a avaliagdo de compostos com potencial modulador
dessa resposta em ensaios in vitro de excitotoxicidade glutamatérgica permite investigar
mecanismos celulares de uma possivel gliomodulagdo e neuroprotecdo que podem estar

associados aos efeitos ansiogénicos ou ansioliticos in vivo.

2.2.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem sido amplamente implicado na fisiopatologia dos
transtornos de ansiedade, sendo caracterizado por um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio € a capacidade dos sistemas antioxidantes
endogenos em neutraliza-las. Evidéncias clinicas e experimentais indicam que individuos
com transtornos ansiosos apresentam aumento de marcadores de peroxidagdo lipidica,
oxidagdo proteica e dano ao DNA, associados a redugdo da atividade de enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. No sistema
nervoso central, esse desequilibrio redox compromete a integridade neuronal e sindptica,
favorece disfungdes mitocondriais e contribui para alteracdes na neurotransmissao
excitatéria e inibitdria, especialmente nos sistemas glutamatérgico, GABAérgico e
serotoninérgico, que sdo diretamente envolvidos na regulagio da ansiedade (JOMOVA

et al., 2023).

Além disso, o estresse oxidativo exerce papel relevante na ativagdo e na
modulagdo da resposta glial, particularmente de astrocitos e microglias, células
fundamentais para a manutengdo da homeostase sindptica e metabolica cerebral. A
ativacao glial sustentada em condi¢des de desequilibrio redox pode amplificar processos
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neuroinflamatérios e excitotdxicos, promovendo aumento da liberacdo de glutamato,
sobrecarga de calcio intracelular e agravamento da disfuncdo mitocondrial. Nesse
contexto, modelos experimentais que induzem hiperexcitabilidade neuronal, como a
administragdo de pentilenotetrazol, tém demonstrado aumento concomitante de
comportamentos ansiosos ¢ de marcadores de estresse oxidativo, reforcando a
interconexao entre esses processos (ALI et al., 2025). Assim, estratégias farmacologicas
capazes de modular a excitabilidade neuronal e, simultaneamente, preservar a homeostase
redox e a fun¢do mitocondrial emergem como abordagens promissoras para o manejo da
ansiedade, sobretudo em condi¢des associadas a hiperexcitabilidade e vulnerabilidade

neuronal (SIMPSON et al., 2020).

2.3 Farmacoterapia dos transtornos de ansiedade

A farmacoterapia dos transtornos de ansiedade atualmente abrange trés classes
principais de fArmacos, a saber: inibidores seletivos da receptacdo de serotonina (ISRS),
os quais aumentam a disponibilidade da serotonina na fenda sinaptica (BALDWIN et al.,
2014), inibidores da recaptagdo de serotonina e noradrenalina (IRSN), que inibem
concomitantemente os transportadores de 5-HT e NE, aumentando a concentragio desses
neurotransmissores na fenda sinaptica (BANDELOW et al., 2022); e os
benzodiazepinicos, moduladores alostéricos positivos do receptor GABA, os quais
aumentam a condutancia do ion cloreto (CI') através do seu canal na estrutura do receptor,

diminuindo a excitabilidade neuronal (STAHL et al., 2019).

Embora os ISRS, ISRSN e BZD, sejam amplamente utilizados no manejo dos
transtornos de ansiedade, esses fArmacos s3o dotados de efeitos colaterais indesejaveis
que acabam interferindo na adesao farmacoterapéutica e, como consequéncia, ocorre uma
descontinuacdo do tratamento farmacologico (BAES et al., 2017; FREITAS et al., 2022;
QUEMEL et al., 2021).

Historicamente, a farmacoterapia dos transtornos de ansiedade foi monopolizada
pela introdugdo dos benzodiazepinicos (BZDs) no mercado na década de 1960. Antes
deles, era comumente utilizado o etanol, 6pio, sais de brometo, hidrato cloral e
barbitricos, sendo este Gltimo considerado um marco na farmacoterapia no século XX,

por produzir um efeito ansiolitico satisfatorio (GRIEBEL et al., 2013a). Embora fossem
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populares e com rapido efeito, essa classe de fadrmacos promove alteragdes
comportamentais, motoras, sedacdo, dependéncia e toxicidade fatal. Posteriormente,
houve o lancamento da reserpina e clorpromazina, farmacos com perfil ansiolitico de

maneira mais seletiva em meados de 1950 (CRYAN et al., 2012).

Nesse contexto, os benzodiazepinicos ao serem langados no mercado,
monopolizaram a farmacoterapia, uma vez que sdo farmacos que atuam como
moduladores alostéricos positivos do receptor GABAA potencializando a afinidade do
neurotransmissor inibitério GABA ao seu sitio de ligagdo no receptor promovendo, como
resultado, aumento da frequéncia de abertura dos canais e influxo do ion cloreto (CI") que
rapidamente promove o efeito ansiolitico (KATZUNG, 2023). Embora proporcionem
alivio sintomatico imediato, a literatura cientifica contemporanea adverte que o uso
prolongado de BZDs resulta em tolerancia farmacoldgica e dependéncia, além de efeitos
adversos significativos, como sedagdo profunda, prejuizo cognitivo e relaxamento
muscular excessivo. Tais limitacdes impulsionaram a busca por agentes capazes de
dissociar a eficécia ansiolitica dos efeitos sedativos e do potencial de abuso (PENG et al.,

2022).

Posteriormente, houve a descoberta da buspirona, um dos fiarmacos nado
benzodiazepinicos mais estudados, embora seu mecanismo de agdo nao esteja totalmente
elucidado (CRYAN et al., 2012). Esse composto parece atuar majoritariamente no
receptor de serotonina 5-HT 1A como agonista parcial e também apresenta afinidade por
receptores de dopamina D;. Como efeitos, tem-se o alivio da ansiedade, sem causar
efeitos sedativos, hipnoticos ou euforicos, sendo desprovido de atividade antiepiléptica e

miorrelaxante, quando comparado aos benzodiazepinicos (GOLAN, 2014).

Os ISRS sdo antidepressivos que atuam promovendo um aumento da
disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica devido a inibi¢ao do transportador pré-
sinaptico de serotonina (SERT). Sdo exemplos de farmacos a fluoxetina, paroxetina,
sertralina, citalopram e escitalopram que estdo dentre os mais utilizados, atualmente

(EDINOFF et al., 2021).

Os IRSN também sdo considerados antidepressivos € tem como mecanismo de
acao a inibi¢ao da recaptagao de serotonina e noradrenalina da fenda sinaptica, ao se ligar
no SERT, mas também no transportador pré-sinaptico de noradrenalina (NAT). Este

processo de ligagdo aos transportadores de serotonina e noradrenalina pré-sinapticos,
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concomitantemente, promove aumento na concentragdo desses neurotransmissores na
fenda sinaptica. Dentre os fArmacos disponiveis no mercado dessa classe se destacam a

duloxetina e venlafaxina (ALBERNAZ, 2021).

Apesar da miriade de substancias disponiveis para o tratamento dos distarbios de
ansiedade, estes farmacos sdo dotados de efeitos colaterais que, muitas vezes, podem
dificultar a adesdo do paciente e, assim, prejudicar o tratamento. Com isso muitos estudos
tém sido desenvolvidos com o intuito de descobrir novas moléculas com potencial efeito
ansiolitico e com menos efeitos colaterais. Como exemplo tem-se o composto STIO1, um
derivado 2-aminotiofénico que apresentou efeito ansiolitico-simile, o qual foi revertido
pelo flumazenil, um antagonista competitivo do receptor GABA4, segundo o estudo

publicado por Fortes et al (2013) (FORTES et al., 2013a).

2.4 Derivados tiofénicos

Os derivados tiof€nicos pertencem a classe dos compostos heterociclicos,
caracterizados pela presenga do anel tiofeno, uma estrutura aromatica de cinco membros
composta por quatro atomos de carbono (C) e um atomo de enxofre (S) como
heteroatomo. O tiofeno foi identificado pela primeira vez em 1882 por Victor Meyer
como um contaminante do benzeno, apresentando propriedades fisico-quimicas
semelhantes as desse hidrocarboneto aromatico, incluindo ponto de ebulicdo e

caracteristicas organolépticas (DEEP et al., 2016).

Do ponto de vista sintético, o anel tiofénico pode ser obtido por diferentes
metodologias, destacando-se a reacdo de Gewald, amplamente empregada na sintese de
derivados 2-aminotiofénicos. Essa reacdo consiste na condensacdo de uma cetona ou
aldeido com um composto contendo metileno ativo, na presenga de enxofre elementar em
meio basico. O mecanismo envolve inicialmente a formac¢ao de um intermediario do tipo
Knoevenagel, seguida de ciclizacdo com o enxofre, culminando na formacdo do anel
aromatico tiofénico (CHAUDHARY et al., 2012; DA CRUZ et al., 2021; MISHRA et al.,
2011).

Essa metodologia apresenta rendimentos de moderados a elevados, além de

grande versatilidade estrutural, o que a torna particularmente atrativa para aplicagdes em
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quimica medicinal e no desenvolvimento de novas entidades quimicas bioativas

(PUTEROVA et al., 2010; TIETZE et al., 2015).

2.4.1 Atividades farmacolégicas dos derivados tiofénicos

Compostos heterociclicos constituem uma das classes estruturais mais relevantes
em farmacos atualmente utilizados na clinica, sendo amplamente encontrados na
natureza. Entre esses, os derivados tiofénicos destacam-se por exibirem um amplo
espectro de atividades farmacologicas. Diversos farmacos contendo o nicleo tiofeno em
sua estrutura quimica encontram-se em uso terapéutico, especialmente no tratamento de
desordens do SNC, como os antiepilépticos tiagabina, etizolam e brotizolam (AMR et al.,
2010), o antipsicotico olanzapina (MELTZER; FIBIGER, 1996) e o antidepressivo
duloxetina (CHAUDHARY et al., 2012; DA CUNHA et al., 2011; KUMAR et al., 2019;
KUNDA et al., 2013).

Além dessas aplicacdes clinicas, a literatura descreve uma variedade de atividades
farmacoldgicas associadas aos derivados tiofénicos, incluindo agdes analgésicas,
antimicrobianas, antileishmaniose, antitumorais, antiparkinsonianas, antidepressivas,
antiflingicas, anticonvulsivantes e neuroprotetoras, bem como potencial terapéutico em
doengas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (AMRR et al., 2010;
BERNARDO et al., 2026; dos SANTOS et al., 2026; DIAS et al., 2026; DA CRUZ et al.,
2021; MISHRA et al., 2011). E importante enfatizar que o niicleo tiofénico exerce papel
estrutural relevante para a atividade biologica desses compostos, sendo relatado que a
presenca de heteroatomos como enxofre e nitrogénio pode potencializar seus efeitos

farmacoldgicos (AMR et al., 2010).

Sabe-se que existe uma relagdo entre transtornos de ansiedade e o aumento do
estresse oxidativo no SNC, contribuindo para o desenvolvimento e agravamento da
sintomatologia, considerando a elevada vulnerabilidade cerebral as espécies reativas de
oxigénio (ROS) (FORTES et al., 2013b). Nesse sentido, derivados tiofénicos tém se
mostrado particularmente promissores devido as suas propriedades antioxidantes e
neuroprotetoras. Fortes et al. (2013) demonstraram que o derivado tiofénico 5TIOI
reduziu significativamente a peroxidagdo lipidica, os niveis de nitrito e modulou a

atividade de enzimas antioxidantes, como catalase (CAT) e superdxido dismutase
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mitocondrial (Mn-SOD), reforcando o potencial desses compostos na atenuagdo de
processos neurotdxicos associados ao estresse oxidativo (FORTES et al., 2013a; FORTES

etal., 2013Db).

2.4.2 Derivado tiofénico 6CN07

Tendo em vista o grande potencial farmacoldgico dos derivados tiofénicos, o
presente estudo selecionou o derivado 6CN0O7 como candidato a farmaco com efeito
ansiolitico-simile (Figura 3). O composto foi obtido por meio da reagdo de Gewald,
estratégia sintética consolidada na obtengdo de derivados 2-aminotiofénicos e
amplamente empregada em quimica medicinal devido a sua eficiéncia e versatilidade
(CHAUDHARY et al., 2012; DA CRUZ, 2021; MISHRA; JHA, 2011). A escolha dessa
rota sintética permite a introdug¢do racional de substituintes capazes de influenciar
diretamente propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas, favorecendo a geracao

de novas entidades quimicas bioativas (PUTEROVA et al., 2010; TIETZE et al., 2015).

Nesse contexto, o 6CNO7 configura-se como um derivado tiofénico sintético
promissor, cuja investigacdo do potencial ansiolitico-simile foi conduzida por meio de
uma abordagem integrada envolvendo metodologias in silico, in vitro e in vivo,
possibilitando a correlagdo entre estrutura quimica, propriedades farmacologicas e

mecanismos celulares subjacentes ao seu perfil neurofarmacolégico.
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2-((2,4-diclorobenzilideno)amino)-4,5,6,7-
tetra-hidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila

Figura 3. Estrutura e nomenclatura quimica do derivado tiofénico 6CN07.
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3  JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Apesar dos avangos no tratamento farmacoldgico dos transtornos de ansiedade, as
terapias atualmente disponiveis ainda apresentam limitagdes significativas, incluindo
resposta clinica insatisfatoria em parcela expressiva dos pacientes, efeitos adversos que
comprometem a adesdo ao tratamento e mecanismos de acdo restritos a poucos sistemas
de neurotransmissores (STRAWN et al., 2023). Adicionalmente, muitos dos farmacos
utilizados na pratica clinica atuam predominantemente de forma sintomatica, sem abordar
processos celulares e moleculares subjacentes, como a hiperexcitabilidade neuronal, a
disfun¢do mitocondrial e o estresse oxidativo, que vém sendo cada vez mais reconhecidos
como componentes relevantes da fisiopatologia da ansiedade e de suas comorbidades

(FAGAN; BALDWIN, 2023; GUO et al., 2023).

Nesse contexto, a investigacdo de novos compostos com mecanismos de acao
alternativos ou multimodais representa uma estratégia promissora para o0
desenvolvimento de abordagens teraputicas mais eficazes e seguras (MAHIMA;
MAZUMDER; PENTELA, 2025). O estudo do derivado tiofénico 6CNO7 insere-se nessa
perspectiva ao explorar, de forma integrada, sua interacdo com alvos moleculares
relevantes, seus efeitos comportamentais ¢ seu impacto sobre pardmetros celulares
associados a homeostase redox e a funcdo glial. A abordagem pré-clinica adotada neste
trabalho contribui para a ampliagdo do conhecimento sobre novos candidatos
farmacoldgicos com potencial ansiolitico, além de fornecer bases mecanisticas que
podem orientar o desenvolvimento futuro de terapias capazes de modular a ansiedade de
maneira mais abrangente, particularmente em contextos associados a hiperexcitabilidade

neuronal e ao desequilibrio redox.
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4 HIPOTESES

4.1 Hipotese nula (HO):

O tratamento com 6CNO7 ndo promove efeitos comportamentais indicativos de

acao no SNC, sendo destituido de propriedade ansiolitica-simile.

4.2 Hipétese alternativa (H1):

O tratamento com 6CN07 promove efeitos comportamentais indicativos de a¢do

no SNC, sendo dotado de propriedade ansiolitica-simile, através do(a):

e Maior permeabilidade no sistema nervoso central, com interagdes favoraveis com
receptores GABA¢rgicos e serotoninérgicos;

e Redugdo do comportamento tipo ansioso, com participagdo das vias GABAérgica e/ou
serotoninérgica, em animais submetidos a modelos comportamentais etologicos;

e Redugdo do comportamento tipo ansioso, decorrente da reducao do estresse oxidativo
hipocampal, em animais tratados com pentilenotetrazol;

e Aumento da viabilidade celular em cultura primaria de células da glia tradadas com

glutamato.
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5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito ansiolitico-simile e a toxicidade do derivado 2-aminotiofénico

6CNO7 através de metodologias in silico, in vivo e in vitro.

5.2 Objetivos Especificos

Prever, por meio de metodologias in silico, as caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas do 6CNO7 e sua interacao com alvos farmacoldgicos envolvidos na
neurobiologia da ansiedade;

Avaliar, por meio de metodologias in vivo, os efeitos do comportamentais do 6CNO7
em camundongos e a participag¢do da neurotransmissao GABAérgica e serotoninérgica
no efeito ansiolitico-simile do composto;

Determinar, por meio de metodologias in vitro, efeito do 6CNO7 sobre a concentragao
hipocampal de marcadores de estresse oxidativo em camundongos pré-tratados com
pentilenotetrazol,

Avaliar, por meio de metodologias in vitro, o efeito do 6CNO7 sobre a viabilidade
celular em cultura primaria de células da glia frente a exicitotoxicidade glutamatérgica;
Sugerir, com base nas metodologias supracitadas, um possivel mecanismo de acao para

o efeito ansiolitico-simile do derivado 6CNO7.
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6 METODOLOGIA

6.1 Materiais

6.1.1 Composto teste

O derivado 2-aminotiofénico 6CNO0O7 foi sintetizado e cedido pelo Prof. Dr.

Francisco Jaime Bezerra Mendonga Junior, coordenador do Laboratorio de Sintese ¢

Vetorizagdo de Moléculas (LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB,
Campus V.

6.1.2 Farmacos e Reagentes

As drogas utilizadas estdo listadas no quadro 1 de acordo com sua procedéncia.

Quadro 5. Farmacos e reagentes utilizados no presente estudo.

ITEM PROCEDENCIA
Alcool Etilico Merck Milipore
Buspirona Cristalia
Cetamina Packe-Davis
Diazepam Cristalia
Flumazenil Cristalia
Solugao Fisiologica 0,9% Eurofarma
Cetanserina Sigma-Aldrich
Tween 80 Sigma-Aldrich
Xilazina Bayer

6.1.3 Equipamentos e utensilios

Os equipamentos e utensilios estdo listados no quadro 2 de acordo com sua

procedéncia.
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Quadro 6. Equipamentos e utensilios.

ITEM PROCEDENCIA
Agulha BD Brasil
Balanca Analitica Toledo do Brasil
Bastio de Vidro Laborglas
Béquer 10 mL Laborglas
Caixa Claro-Escuro Insight
Campo aberto Insight
Cronometro Unilab ETQ
Espatula para Pesagem Laborglas
Labirinto em cruz elevado Insight
Pipeta Automatica 2 — 20 pL Eppendorf
Ponteira para Pipeta Automatica Eppendorf
Rota Rod Insight
Seringa de 1,0 mL BD Brasil

6.2 Animais

Um total de 280 camundongos Swiss albinos machos (Mus musculus), com peso
médio de 25 g, provenientes da Unidade de Produgdo Animal — UPA do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos — [PeFarM, da Universidade Federal da Paraiba
— UFPB, foram utilizados na presente pesquisa. Em conformidade com as normas e
procedimentos de biosseguranga para biotérios, os animais foram divididos em grupos de
oito animais e mantidos em gaiolas de polipropileno em ambiente com temperatura de 23

+ 2°C, ciclo claro/escuro de 12h e com agua e ragao ad libitum.

Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos mediante aprovacao da
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA da UFPB (n° 5940100524, aprovado em
21/10/2024) e da UFBA (2485270223, aprovado em 16/06/2023). Para tanto, a proposta
da pesquisa levou em considerag@o as normas e diretrizes bioéticas vigentes para ensaios
envolvendo animais (Guide for the care and use of laboratory animals, do NIH - National
Institute of Health-EUA, 1996; Lei Federal N° 11.794/2008; Principios Eticos da
Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA).

Todos os procedimentos adotados foram estabelecidos de acordo com o decreto n°.
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24.645 de 10 de julho de 1934 que asseguram os direitos dos animais, estabelecendo
medidas de protecdo aos mesmos, € conforme a lei n °. 6.638 de 8 de maio de 1979, que

normatiza as praticas didatico cientificas da vivisse¢do de animais (BRASIL, 1934;

BRASIL, 1979).

Ao final dos experimentos, todos os animais foram eutanasiados com inje¢ao
intraperitoneal da associacdo de xilazina (30 mg/kg) e cetamina (300 mg/kg), como
recomendado pela Diretriz da Prética de Eutandsia do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal — CONCEA.

6.3 Protocolos Experimentais

Os protocolos experimentais adotados de acordo com as hipoteses propostas sao
apresentados, de maneira resumida, na figura 4.

l
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Figura 4. Sintese dos protocolos experimentais.
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6.3.1 Metodologias in silico

6.3.1.1 Predicdo de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas

A predicdo in silico dos parametros de absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecao (ADME) foi calculada usando as ferramentas web de acesso aberto Swiss
ADME (Instituto Sui¢o de Bioinformatica, Lausanne, Suica) (DAINA et al., 2017;
SwissADME, 2025) e PhaKinPro: Pharmacokinetic Property Calculator (RATH et al.,
2024). A previsdo de toxicidade foi realizada no software DataWarrior v. 4.7.2,
OpenMolecules (Actelion Pharmaceuticals Ltd., Allschwil, Suica) (SANDER et al.,
2015; SANDER et al., 2025).

6.3.1.2 Docking Molecular

A simulagdo de Docking molecular foi conduzida para avaliar a afinidade de
ligagao do composto 2-((2,4-dichlorobenzylidene)amino)-4,5,6,7-
tetrahydrobenbenzo[b]thiophene-3-carbonitrile (6CNO7) frente aos alvos relacionados a
farmacoterapia dos transtornos de ansiedade. Os ligantes apresentados foram modelados
no software MarvinSketch v.23.14 (CHEMAXON, 2023), sendo submetidos a etapas de
minimizacdo de energia para a otimizacdo da estrutura pelo método de Mecanica
Molecular (MMFF), seguido pelo método semi-empirico Austin Model 1 (AM1),
implementados no software Spartan 14 (WAVEFUNCTION, 2023) (Quadro 03).

A estrutura cristalografica dos alvos descritos, os quais estdo envolvidos na
atividade ansiolitica, foi obtida na base de dados Protein Data Bank (PDB) (BERMAN,
2000) (Quadro 04). A seleg¢dao dos alvos do estudo foi antecedida por uma pesquisa
bibliografica, sendo observada a acdo dos alvos na mediacdo dos processos da

neurobiologia da ansiedade.
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Quadro 3. Ligantes componentes das simulacdes de Docking Molecular.

Ligante

Estrutura quimica

2-((2,4-
dichlorobenzylidene)amino)-
4,5,6,7-
tetrahydrobenbenzo[b]thiophen
e-3-carbonitrile
(6CNO07)

/7 cl
oo

Buspirona

JI”O%:}

0

Cetanserina

Diazepam
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Psilocina

N-methyl-1-{3-
[(methylsulfonyl)amino]-2,4-
dioxo-7-(trifluoromethyl)-
1,2,3,4-tetrahydroquinazolin-6-
yl}-1H-imidazole-4-
carboxamide

(WAY-100635)

H,C

Quadro 4. Descricao dos alvos utilizados na simulagdo de Docking molecular.

L 1 ~ Ligante co-
Alvo Codigo PDB Resolugdo cristalizado
Receptor de
serotonina 8FYX .
subtipo 1A (WARREN et 2.62 A Buspirona
al., 2024)
(5-HT1a)
Receptor de
serotonina 9LL8 Psilocina
subtipo 2A (XU etal, 2.62 A
2026)
(5-HT2a)
Transportador
Vesicular de 8IT9 .
Monoaminas 2 (WU et al., 297 A Cetanserina
(VMAT>) 2024)
Rec;gg;g ::BA 6X3X 292 A Diazepam
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(GABAA\) (KIM et al.,
2020)

A simulacao de Docking molecular foi desenvolvida no software Molegro Virtual
Docker 6.0 (MVD), sendo previamente realizada a remog¢ao de todas as moléculas de
agua e cofatores do ambiente de calculo (MOLEXUS, 2013). A simulacao foi antecedida
pelo processo de validacdo dos alvos em estudo e consequente avaliagdo da precisdo e
confiabilidade dos resultados da ancoragem molecular por meio do processo de
Redocking, sendo calculada a métrica relacionada ao Desvio Quadratico Médio (RMSD)

das poses geradas.

O calculo dos valores de RMSD representa uma etapa crucial para avaliar a
reprodutilidade do célculo desenvolvido pelo algoritmo do programa MVD, sendo que
valores < 2 A sdo considerados aceitaveis. Os valores de escore de afinidade adotados
foram correspondentes as poses geradas segundo a fun¢ao de pontuagdo MolDock Score,
considerando as contribuicdes da energia interna, ligacdes de hidrogénio e energia
torsional, sendo mantido o resultado referente a pose de menor escore de afinidade. Trinta
execugdes independentes foram realizadas usando o algoritmo MolDock SE e uma grade
com raio de 18 A e resolugdo de 0,30 A foi gerada centrada nas posi¢des dos ligantes

cristalograficos dos alvos selecionados.

6.3.2 Metodologias in vivo

6.3.2.1 Preparagdo da solug¢do com composto teste

A solucao do derivado tiofénico 6CNO7 foi preparada respeitando os principios
farmacotécnicos necessarios para a obten¢ao de uma suspensao homogénea. Inicialmente,
o composto foi pesado em balanga analitica de precisdo e, em seguida, foi adicionado
Tween 80 a 1% (v/v), um tensoativo ndo i6nico com propriedades emulsificantes e
solubilizantes, empregado para promover a solubilizacdo inicial do composto.
Posteriormente, completou-se o volume com solucdo salina estéril q.s.p., obtendo-se a

solucao final utilizada nos testes.
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6.3.2.2 Protocolos Experimentais

Para cada protocolo, os camundongos foram submetidos a um periodo de jejum
de 2 a 4 h prévias aos testes. Decorrido este tempo, os animais foram tratados via oral
(v.0) com salina (NaCl 0,9% em agua destilada — 10 mL/kg) ou com 6CNO07, nas doses
de 25, 50 e 100 mg/kg. Essas doses foram escolhidas de acordo com testes prévios de
toxicidade oral desenvolvidos com o composto em nosso laboratério. O diazepam,
farmaco benzodiazepinico padrdo para efeito ansiolitico, sedativo e miorrelaxante, foi
administrado por via intraperitoneal (i.p.) nas doses de 1, 2 ¢ 4 mg/kg, respectivamente.
A buspirona, farmaco serotoninérgico padrao para efeito ansiolitico foi administrada por
via intraperitoneal (i.p.) na dose de 5 mg/kg. Todas as substincias utilizadas foram
solubilizadas em Tween 80 a 1% em solug¢do salina de NaCl a 0,9% (veiculo). O volume

administrado nao excedeu 0,1 mL/10 g de peso.

6.3.2.3 Testes Comportamentais

Os experimentos foram realizados sempre no mesmo horario (12h00 as 16h00),
em uma sala devidamente livre de ruidos, com temperatura constante (23 = 2°C) e
iluminagdo de pouca intensidade. A manipulagdo dos animais foi realizada seguindo os
principios éticos para a experimentagcdo animal, relatados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), havendo um unico observador responsavel pela
analise de cada etapa do experimento e outro para a aplicacao das substancias escolhidas
neste estudo. Todos os observadores foram previamente certificados nos principios éticos,

boas praticas de bioterismo e cuidados basicos com animais de laboratorio.

Labirinto em Cruz Elevado (LCE):

O teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ¢ um dos modelos animais mais
validados para o rastreio de substancias com potencial ansiolitico ou ansiogénico. O
fundamento deste teste baseia-se no conflito motivacional dos roedores entre o impulso
exploratério inato do animal e a esquiva defensiva em 4reas abertas e elevadas, que
representam maior risco de predagdo. A reducao da esquiva, observada pelo aumento da
exploracdo dos bracos abertos, ¢ interpretada como um efeito do tipo ansiolitico neste

teste (RODGERS; DALVI, 1997).
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O LCE para camundongos consistiu em um aparelho em acrilico, formado por dois
bragos abertos (30 x 5 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 25 cm), unidos
perpendicularmente entre si por uma plataforma central (5 x 5 cm), formando uma cruz,
elevada a 45 cm do solo. Os animais foram divididos em grupos compostos por seis
camundongos, os quais foram pré-tratados por via oral com veiculo (Tween 80 a 1,0% em
solugdo salina) ou 6CNO7 (25, 50 e 100 mg/kg) ou, por via intraperitoneal, com diazepam
(1 mg/kg) ou buspirona (5 mg/kg). Decorridos 60 minutos da administracdo, cada animal
foi colocado individualmente no centro do aparelho, com o focinho voltado para um dos
bracos fechados. Durante 5 min cada animal foi observado quanto aos seguintes parametros
comportamentais: numero de entradas nos bragos abertos (NEBA) e tempo de permanéncia

do animal nos bragos abertos (TPBA) (figura 5).

=Rl Rl

(=Rl -y ]

Brago fechado

+ Numero de Entradas nos Bracos Abertos
(NEBA)

« Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos
(TPBA)

Figura 5. Metodologia ilustrada do aparelho labirinto em cruz elevado (LCE).

Fonte: Elaborado pela autora (2026), utilizando a plataforma BioRender.com.

Campo Aberto (CA):

O teste do Campo Aberto (CA) ¢ utilizado para avaliar a atividade locomotora e o
comportamento exploratorio de roedores em um ambiente desconhecido. Etologicamente,
o animal apresenta o comportamento de tigmotaxia, ou seja, prioriza a locomogao através

de areas periféricas. Dessa forma, a frequéncia de cruzamentos e o tempo de permanéncia
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nos quadrantes centrais sdo indicadores de comportamento do tipo ansiolitico, enquanto
a distancia total percorrida, contabilizada em numero de cruzamentos, serve como
parametro de controle para descartar efeitos sedativos ou estimulantes que possam
mascarar os resultados de outros testes de ansiedade (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI,
2018).

O CA consiste em uma arena circular confeccionada de acrilico transparente (30
x 30 cm) e piso de acrilico branco/opaco (30 x 30 x 15 cm), dividido em doze sec¢des
dispostas em dois circulos concéntricos. Os animais foram divididos em grupos compostos
por seis camundongos, os quais foram pré-tratados por via oral com veiculo (Tween 80 a
1,0% em solugdo salina) ou 6CNO7 (25, 50 e 100 mg/kg) ou, por via intraperitoneal, com
diazepam (2 mg/kg). Decorridos 60 min da administracdo, cada camundongo foi colocado
individualmente no centro do aparelho. Durante 5 min o animal foi observado quanto aos
seguintes parametros comportamentais: nimero de cruzamentos (totais, periféricos e

centrais), numero de rearing e nimero de grooming (figura 6).

« Nimero de Cruzamentos Totais
(NCT)

+ Nimero de Rearing
(NR)

i .

Niimero de Grooming
(NG)

Figura 6. Metodologia ilustrada do aparelho campo aberto (CA).

Fonte: Elaborado pela autora (2026), utilizando a plataforma BioRender.com.
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Rota Rod (RR):

O teste do Rota-Rod ¢ considerado padrao ouro para a avaliacdo da coordenagao
motora ¢ do equilibrio em roedores. Diferente dos modelos de ansiedade, este ensaio
motor ¢ essencial na triagem farmacologica para garantir que os efeitos observados em
outros testes ndo sejam decorrentes de déficits motores, ataxia ou relaxamento muscular

excessivo (DEACON, 2013).

O RR consiste em uma barra rotatoria de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm do
piso, a uma rotagdo de 12 rpm. Os animais foram divididos em grupos compostos por seis
camundongos, os quais foram pré-tratados por via oral com veiculo (Tween 80 a 1,0% em
solucdo salina) ou 6CNO7 (25, 50 e 100 mg/kg) ou, por via intraperitoneal, com diazepam
(4 mg/kg). Decorridos 60 min da administragdo, cada camundongo foi colocado
individualmente na barra rotatdria. Durante 1 min o animal foi observado quanto aos
seguintes pardmetros comportamentais: nimero de quedas (sendo o limite méximo de 3)
e o tempo de permanéncia na barra (60 seg) (MATTER e FRANCA et al., 2006) (figura
7).

« Nimero de Quedas

(NQ)

« Tempo de Permanéncia
(TP)

Figura 7. Metodologia ilustrada do aparelho Rota Rod (RR).

Fonte: Elaborado pela autora (2026), utilizando a plataforma BioRender.com.
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Cuaixa Claro-Escuro:

O modelo da Caixa Claro-Escuro (CCE) fundamenta-se na aversao natural dos
roedores a ambientes iluminados (fotofobia). O teste avalia o comportamento de
permanéncia no compartimento “seguro” e escuro e a motivagao para explorar o ambiente
novo e iluminado. Logo, a quantificagio no nimero de transicdes e no tempo de
permanéncia para o compartimento claro permitem inferir a modulagcdo de sistemas

neuroquimicos relacionados a ansiedade (BOURIN; HASCOET, 2003).

A caixa consiste em um ambiente que contém duas camaras, uma totalmente
escura contendo apenas uma porta no centro que se liga a cadmara clara que €, por sua vez
aberta a luz natural (45 x 25 x 25 ¢cm), conforme descrito por Crawley e Goodwin (1980).
Nesse contexto, a andlise do efeito ansiolitico se d& pelo processo de transi¢do entre o
compartimento escuro € o compartimento claro, bem como seu tempo de permanéncia
em cada compartimento de acordo com a concentracdo da droga utilizada. O
benzodiazepinico Diazepam, ansiolitico padrao do teste, reverte o processo ansiogénico
ao aumentar o influxo do ion CI, favorecendo a atividade GABAérgica. O efeito
ansiolitico, nesse caso, ¢ observado quando o nimero de transicdes do compartimento
escuro para o claro aumenta, bem como o tempo de permanéncia no compartimento claro

(ANDRADE et. al., 2020) (figura 8).
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Figura 8. Metodologia ilustrada do aparelho Caixa Claro-Escuro (CCE).

Fonte: Elaborado pela autora (2026), utilizando a plataforma BioRender.com.

Avaliacdo do envolvimento do receptor GABA4:

Para fins de elucidar o mecanismo de agao do 6CNO7 foi utilizado o flumazenil,
um antagonista competitivo benzodiazepinico. Para tanto, grupos distintos de seis
camundongos foram pré-tratados intraperitonealmente com flumazenil (20 mg/kg) e, apos
15 min, com 6CNO7 (50 mg/kg, v.0.) ou diazepam (1 mg/kg, i.p.). Como controle do
experimento, grupos de animais foram tratados isoladamente com solucao salina (10
mL/kg, v.0.) ou 6CNO7 (50 mg/kg, v.0.) ou com diazepam (2 mg/kg, 1.p.). Apds 60
minutos, todos os camundongos foram submetidos individualmente ao labirinto em cruz

elevado.

Avaliacdo do envolvimento do receptor 5-HT2:

Para fins de elucidar o mecanismo de a¢do do 6CNO7 foi utilizado a cetanserina,
um antagonista do receptor 5-HT2. Para tanto, grupos distintos de seis camundongos
foram pré-tratados intraperitonealmente com cetanserina (5 mg/kg) e, apds 15 min, com

6CNO7 (50 mg/kg, v.0.) ou buspirona (5 mg/kg, v.0.). Como controle do experimento,
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grupos de animais foram tratados isoladamente com solugdo salina (10 mL/kg, v.0.) ou
6CNO7 (50 mg/kg, v.0.) ou buspirona (5 mg/kg, v.0.). Apds 60 minutos, todos os

camundongos foram submetidos individualmente ao labirinto em cruz elevado.

Avaliacdo do efeito ansiolitico frente a inducdo quimica com PTZ:

O pentilenotetrazol, composto pro-convulsivante, que promove hiperexcitagao neural ao
bloquear canais de GABA e modular a atividade dos receptores NMDA e AMPA ao
induzir um aumento da liberagdo de glutamato, atua também como agente ansiogénico
em baixas doses (30 mg/kg, i.p.) (ALI et al., 2025). Dessa forma, com o objetivo de
avaliar o efeito ansiolitico do 6CNO7 frente a indugdo quimica do PTZ, camundongos
machos foram distribuidos em grupos (n = 6) e pré-tratados oralmente com veiculo
(Tween 80 a 1% em solu¢do salina de NaCl a 0,9%) ou 6CNO07 (50mg/kg). Uma hora
apos, os animais receberam uma injecao intraperitoneal de PTZ (30 mg/kg) com objetivo
de estimular efeito ansiogénico. Um ultimo grupo foi tratado oralmente com veiculo, mas
nao recebeu PTZ. Decorridos trinta minutos, todos os grupos foram submetidos,
individualmente, aos testes comportamentais labirinto em cruz elevado seguido de caixa

claro escuro.

6.3.3 Metodologias in vitro

6.3.3.1 Estresse oxidativo

Camundongos machos foram distribuidos em grupos (n = 6) e pré-tratados
oralmente com veiculo (Tween 80 a 1% em solucao salina de NaCl a 0,9%) ou diazepam
(2 mg/kg) ou 6CNO7 (50 mg/kg). Uma hora apds, todos os animais receberam uma
injecdo intraperitoneal de PTZ (30 mg/kg) com objetivo de estimular um efeito
ansiogénico. Um ultimo grupo foi tratado oralmente com veiculo, mas nao recebeu PTZ.
Decorridos trinta minutos, todos os roedores foram eutanasiados e rapidamente
decapitados para remog¢do do encéfalo e dissecacdo do hipocampo (figura 9). O material

coletado foi utilizado para as analises descritas a seguir.
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Figura 9. Metodologia ilustrada dos procedimentos aplicados para andlise do estresse
oxidativo.

Fonte: Elaborado pela autora (2026), utilizando a plataforma BioRender.com.

Quantificacdo de glutationa reduzida (GSH):

Este teste ¢ baseado na reagdo do 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzo6ico) (DTNB)
com grupos tiol (método de Ellman). Para essa andlise, foram preparados homogenatos
de hipocampo a 10% p/v em tampao EDTA 0,02 M (10% p/v) e misturados com uma
solugdo de acido tricloroacético a 50%. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm/15
minutos) e o sobrenadante coletado e misturado com tampao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e
DTNB 0,01 M. A concentragdo de GSH, pg/g de tecido umido foi determinada por
espectrofotometria a 412 nm (Sedlak & Lindsay, 1968).

Quantificacdo de nitrito:

Em condicdes acidas, o nitrito reage com a sulfonilamida formando um composto
intermediario, o sal diazonico. Em seguida este sal reage com o N-naftil-etilenodiamina
(NEED) formando um azo estavel de coloragcdo purpura. A concentragdo de nitrito foi

determinada conforme o método de Green et al. (1981).

Para tanto, foram preparados homogenatos de hipocampo a 10% p/v, utilizando
tampao de cloreto de potéssio a 1,15% p/v, os quais foram submetidos a centrifugagao
por 15 minutos em uma centrifuga refrigerada (4° C) a 15.000 rpm. A técnica utilizou o
reagente de Griess (N-1- naftiletilenodiamina a 0,1%, dgua bidestilada, sulfanilamida a
1% e acido fosforico a 5%, na proporcdo de 1:1:1:1). Este reativo revela a presenga de
nitrito em amostras biologicas por meio de uma reagdo de diazotizacdo que forma um

cromoforo de cor rdsea, com um pico de absorbancia em 560 nm). Em 100 uL do reagente
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de Griess foram adicionados 100pL do sobrenadante homogenato e, para o branco foram
utilizados 100 pL do reagente de Griess acrescidos de 100 pL de salina. Finalmente, 100
uL do branco e das amostras foram transferidos para uma placa de Elisa onde foi
determinada a absorbancia do produto da reagdo, em um comprimento de onda de 540
nm. Os valores das absorbancias foram interpolados em uma curva-padrao de nitrito de

sodio e os resultados expressos em micromolar (LM).

Quantificacdo das substancias reativas do dcido tiobarbiturico (TBARS):

A peroxidacao lipidica foi avaliada pela determinagdo da concentragdo das
substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS), conforme o método de Draper e
Hadley (1990). Para tanto, foram preparados homogenatos de hipocampo a 10% p/v,
utilizando tampao de cloreto de potassio a 1,15% p/v. Em um tubo de ensaio 50 pL do
homogenato foram misturados a 200 pL de uma solugdo de acido tiobarbittrico a 0,6%
p/v em hidroxido de so6dio 0,5 N e 200 pL de acido tricloroacético a 10% p/v. Em seguida
a mistura foi submetida a agitagdo e posterior incubacao em banho-maria (95 — 100°C)
por 15 minutos. Decorrido este tempo, os tubos foram introduzidos em um banho de gelo
para cessar a reagdo. O material resfriado foi, entdo, centrifugado por 5 minutos a 4.000
rpm; 100 pL do sobrenadante foram transferidos para uma placa de FElisa para
determinagdo da absorbancia do produto da reacao, em um comprimento de onda de 540
nm. Os valores das absorbancias foram interpolados em uma curva-padrio de
malonildialdeido (MDA) e os resultados foram expressos em micromol (umol) de

malonildialdeido (MDA) por grama de tecido.

6.3.3.2 Citotoxicidade

Foram utilizados ratos Wistar neonatos (PO — P2), do Biotério do Instituto de
Ciéncias da Saude da UFBA (ICS-UFBA) e todos os procedimentos adotados estavam
em conformidade com as Diretrizes Brasileiras de Boas Praticas para Produgao,
Manutencao e Utilizagdo de animais em atividades de Pesquisa Cientifica e aprovados

pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais do ICS (CEUA/ICS n°® 6731220818).

Cultura Primdria de Células da Glia:

A cultura primdria de células da glia foi realizada de acordo com o método descrito
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por Almeida et. al. 2025. Os ratos neonatos foram decapitados, os hemisférios cerebrais
foram expostos e isolados assepticamente. As meninges e vasos sanguineos foram retirados
do cortex com auxilio de pingas. A dissecagdo do cortex foi realizada mecanicamente com
pipeta pasteur, seguido da preparagdo do homogenato do tecido, o qual foi posteriormente
filtrado em membrana de Nitex estéril de 75 um. As células obtidas foram plaqueadas em
frascos pré-revestidos com poli-D-lisina (25 pg/mL) em PBS e suspensas em meio DMEM
(Dubecco’s Modified Eagle Medium - Cultilab), suplementado com 10% de soro fetal
bovino; 44 mM de bicarbonato de sddio; 1% de penicilina; 1% de estreptomicina; 7 mM
de glicose a 50 mg/L (Isofarma, CE, Brasil). Os frascos foram mantidos em camara umida
com 5% CO2 a 37°C, durante 10 dias, até atingirem confluéncia. Ao atingir a confluéncia,
as microglias foram removidas, apos agitacao a 230 rpm a 37 °C por 3 h, permanecendo no
tapete celular a cultura primaria enriquecida de astrécitos. Em seguida foi acrescido novo
meio DMEM (Gibco, Gaithersburg, MD), suplementado com 10% de SFB (Cultilab, SP,
Brasil), 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sodio, 100 Ul/mL de
penicilina/estreptomicina ¢ 7 mM de glicose e incubadas a 37 °C em atmosfera imida e
controlada, contendo 5% de CO2 por mais 5 dias. Apos esse periodo de incubacgdo, foi
realizado o processo de dissociagdo do tapete celular com tripsina 0,05% e EDTA 0,02%
(Tripsina/ EDTA, Sigma Aldrich, Saint Luis, MO, USA, 9002077) diluidas em PBS isento
de célcio e magnésio e, posteriormente, realizado o replaqueamento das células, a uma
densidade de 3,3 x 10* células/pogo em placas de poliestireno de 96 pogos ou 2,0 x 103

células/poco em placas de poliestireno de 24 pogos para os testes (Figura 10).
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Figura 10. Metodologia ilustrada da cultura primaria enriquecida com astrocitos.

Fonte: Elaborado pela autora (2026), utilizando a plataforma BioRender.com.

6.3.3.3 Viabilidade Celular (WST-1) com contraste de fases

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio colorimétrico baseado
no sal tetrazolio WST-1 (Reagente de Proliferacdo Celular, Sigma-Aldrich, EUA; cod.
5015944001, lote 79278800), que quantifica indiretamente a atividade mitocondrial das
células vidveis. O método baseia-se na conversdo do sal de tetrazdlio levemente
avermelhado, WST-1, em um composto formazan de coloracdo vermelho-escura,
catalisada pelas desidrogenases mitocondriais ativas em células metabolicamente integras
(YIN et al., 2012; SIGMA-ALDRICH, 2020). As células foram cultivadas em
microplacas de 96 pocos de fundo plano, em atmosfera umidificada (37 °C; 5-6,5% CO-)
e volume final de 100 pL de meio de cultura por pogo. Apds os tratamentos experimentais
(veiculo DMSO 0,1%; GLUT 20 mM; 6CNO07 0,1 e 1,0 uM), adicionou-se 10 pL do
reagente WST-1 a cada pogo. As placas foram incubadas por 1 horaa 37 °C sob as mesmas
condi¢des atmosféricas, seguidas de agitacdo suave por 1 minuto em agitador de
microplacas. A absorbancia das amostras foi mensurada em leitor de microplacas

Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific) no intervalo de 420—480 nm.
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6.4 Analise Estatistica

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a distribuicdo; os valores que
obedeceram a uma distribui¢do normal foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.), analisados por ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Tukey ou pelo
teste t ndo pareado, quando necessaria a comparagdo entre dois grupos. Para todas as
analises foi adotado o nivel para rejeicao da hipotese de nulidade os valores de p menores

que 0,05 (p <0,05).
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7 RESULTADOS

7.1 Metodologias in silico

As predigdes relacionadas as propriedades de absorcdo, distribuicdo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) do derivado tiofénico 6CNO7 foram
realizadas utilizando as plataformas de acesso aberto PhaKinPro: Pharmacokinetic
Property Calculator, Swiss ADME e Osiris DataWarrior. Essas plataformas empregam
modelos computacionais baseados na estrutura molecular para a predi¢do de parametros
fisico-quimicos e farmacocinéticos relevantes. Isso permite estimar a viabilidade do
composto como candidato a farmaco de administragdo oral, além de subsidiar a

interpretagdo dos resultados obtidos nos ensaios in vivo conduzidos no presente estudo.

A plataforma PhaKinPro: Pharmacokinetic Property Calculator indicou que o
derivado 6CNO07 apresentou boa distribuicao no sistema nervoso central, com 62,0% de

probabilidade para atravessar a barreira hematoencefalica (Figura 11).

Molecular
Modeling

PhaKinPro: PHArmacoKINetic PROperty calculator
LAB

BBB Permeability CNS Activity

Does permeate blood brain barrier Does exhibit central nervous system activity
Confidence: 62.0% Confidence: 93.6%
Applicability Domain: Inside Applicability Domain: Inside

Figura 11. Predicao in silico do perfil farmacocinético do 6CNO07 através da plataforma

PhaKinPro.

Adicionalmente, a plataforma SwissADME revelou que o composto apresentou
peso molecular inferior a 500 Da, caracteristica associada a melhor absorcao e difusdao
tecidual; 4rea de superficie polar topologica (TPSA) de 64,39 A2, valor amplamente
compativel com absor¢do oral (TPSA < 140 A2?) e permeabilidade ao sistema nervoso

central (TPSA < 90 A2) eficientes, decorrente de uma relacio adequada entre doadores e
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aceptores de ligacdes de hidrogénio, indicando auséncia de polaridade excessiva (Figura

10).

A plataforma também revelou valor de LogP consensual de 5,08 para o 6CNO7,
com variacao entre 3,6 e 7,1, sugerindo lipofilicidade relativamente elevada. A anélise de
solubilidade em agua, por outrolado, classificou o0 6CNO7 como pobremente solivel em

dois dos trés modelos avaliados (Figura 12).

Em relagdo a absorcdo, o SwissADME indicou que o derivado tiofénico
apresentou alta absor¢do gastrointestinal, sugerindo boa permeabilidade intestinal. O
6CNO7 nao foi predito como substrato da glicoproteina P, mas apresentou predicao de
inibi¢do para as isoformas do citocromo P450 CYP1A2, CYP2C19 e CYP2C9, mas ndo
para as isoformas CYP2D6 e CYP3A4 (Figura 12).
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Z
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0
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5.56
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5.08
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Log S (All)
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Log S (SILICOS-IT)
Solubility
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BBB permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2C9 inhibitor
CYP2D6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

| og K, (skin permeation)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS

Brenk
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Water Solubility
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Moderately soluble

-6.55
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Poorly soluble
-6.67
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Poorly soluble
Pharmacokinetics
High
No
No
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No
No
-4.48 cm/s
Druglikeness
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0.55
Medicinal Chemistry
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1 alert: imine_1
No: 1 violation: XLOGP3>3.5
3.24

®

Figura 12. Predigdo in silico do perfil farmacocinético por meio da plataforma SwissADME.
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A predicao do perfil toxicologico foi realizada utilizando a plataforma OSIRIS Property
Explorer, a qual avalia riscos toxicologicos com base em alertas estruturais € modelos QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationship). Por meio dessa ferramenta, foi possivel analisar
parametros como mutagenicidade, tumorigenicidade, toxicidade reprodutiva e potencial
irritante. Esses endpoints sdo considerados de elevada relevancia na toxicologia regulatoria e

nos estudos nao clinicos, conforme diretrizes estabelecidas pela ANVISA (2013).

Nesta analise, ndo foi observado qualquer grau de toxicidade associado ao derivado

tiofénico para os parametros avaliados pelo software (Figura 13).

Molecule : . Reproductive :
+ & Structure lnc Tumorigenic 3 Irritant
MName Eff

MO001 none none LS

Figura 13. Predigdo in silico do perfil toxicologico do composto por meio da plataforma

OSIRIS Property Explorer.

Em associagdo, foi aplicada uma segunda ferramenta preditiva, a plataforma StopTox.
Nessa analise, foram considerados exclusivamente os endpoints relacionados a via de
administracdo oral, incluindo toxicidade oral aguda (DLso) e toxicidade sistémica. Essa
abordagem foi adotada com o objetivo de garantir coeréncia entre o modelo computacional e a
via de administragdo empregada posteriormente nas metodologias in vivo. Em consonancia com
os resultados obtidos anteriormente, o derivado tiofénico demonstrou perfil ndo toxico para
administracdo oral aguda, apresentando nivel de confianga preditiva de 53% (Figura 14). Este
dado corrobora com resultados de experimentos prévios realizados por nosso grupo, cuja DLso

oral estimada foi superior a 2000 mg/kg (dados ndo mostrados).
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Acute Oral Toxicity

Endpoint Prediction Confidence Applicability domain (AD) Predicted fragment contribution
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Toxicity, Non- 0
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Toxic (-) 15

MORE INFO

0.5
Threshold
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Dice similarity

0.0

Figura 14. Avalia¢do in silico do perfil toxicoldgico por modelagem computacional (StopTox).

A avaliacao do perfil farmacocinético e toxicoldgico foi ainda complementada por meio
da plataforma pkCSM, a qual emprega modelos QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship), baseados na estrutura molecular para a predicdo de parametros relacionados a
absor¢do, distribui¢do, metabolismo e excrecdo, além de estimar endpoints toxicoldgicos a
partir de dados logaritmicos e categdricos. Essa andlise permitiu uma abordagem integrada do
perfil de seguranca do composto, reforcando os achados in silico previamente realizados (figura

15).
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Property

Molecule Depiction

/l

Cl
="
\ Cl
Molecule properties:
Descriptor Value
Molecular Weight 335.259
LogP 5.55598
#Rotatable Bonds 2
#Acceptors 3
#Donors 0
Surface Area 137.207
Model Name Predicted Value Unit
Water solubility -6.831 Numeric (log mol/L)
Caco2 permeability 1.47 Numeric (log Papp in 106 cmi/s)
Intestinal absorption (human) 92.485 Numeric (% Absorbed)
Skin Permeability -2.3 Numeric (log Kp)
P-glycoprotein substrate No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein | inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein Il inhibitor No Categorical (Yes/No)
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VDss (human) 0.953 Numeric (log L/kg)

=] =
H B
{ |

Fraction unbound (human) 0 Numeric (Fu)

Distribution BBB permeability 0.106 Numeric (log BB)

Distribution CNS permeability -1.204 Numeric (log PS)
CYP2D6 substrate No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 substrate Yes Categorical (Yes/No)
CYP1A2 inhibitior Yes Categorical (Yes/No)
CYP2C19 inhibitior Yes Categorical (Yes/No)
CYP2C9 inhibitior Yes Categorical (Yes/No)
CYP2D6 inhibitior No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 inhibitior No Categorical (Yes/No)
[ Excretion| Total Clearance -0.019 Numeric (log ml/min/kg)
[ Excretion | Renal OCT2 substrate No Categorical (Yes/No)
AMES toxicity No Categorical (Yes/No)
Max. tolerated dose (human) 0.205 Numeric (log mg/kg/day)
hERG [ inhibitor No Categorical (Yes/No)
hERG Il inhibitor No Categorical (Yes/No)
Oral Rat Acute Toxicity (LD50) 2.605 Numeric (mol/kg)
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 0.722 Numeric (log mg/kg_bw/day)
Hepatotoxicity No Categorical (Yes/No)
Skin Sensitisation No Categorical (Yes/No)
T. Pyriformis toxicity 2.689 Numeric (log ug/L)
Minnow toxicity -1.845 Numeric (log mM)

Figura 15. Predicdo in silico das propriedades de absor¢do, distribui¢do, metabolismo,
excrecdo e toxicidade (ADMET) do composto em estudo, realizada por meio da plataforma

pkCSM, baseada em modelagem computacional (QSAR) dependente da estrutura molecular.

Posteriormente o composto sintético 2-((2,4-diclorobenzilideno)amino)-4,5,6,7-
tetrahidrobenzeno[b]tiofeno-3-carbonitrila (6CN07) foi submetido a triagem virtual por

simulacdo de docking molecular com os moléculas-alvo envolvidas na neurobiologia dos
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transtornos de ansiedade. Os resultados da simulacdo de docking molecular podem ser

visualizados na Tabela 01.

Tabela 1. Moldock Scores e RMSD dos diferentes complexos formados no Docking

Molecular.
Alvo PDB ID Ligantes MolDock RMSD
Receptor de 6CNO7 -88.63
serotonina 1A 8FYX WAY-100635 -133.67 0.20
(5-HTia) Buspirona -131.75
6CNO7 -89.57
Receptior de Buspirona -102.34
Serotonina 2A 9LLS 0.20
(5-HT14) Cetanserina -100.70
Psilocina -85.25
Transportador 6CNO7 -87.92
Vesicular de )
Monoaminas 2 8JT9 Cetanserina -112.303 0.20
(VMAT?)
Receptor de 6CNO7 -52.32
GABA Tipo A 6X3X Diazepam -67.19 0.24
(GABAA&)

Previamente a realizacdo das simula¢des de docking molecular, foi executado o
procedimento de redocking, com a finalidade de avaliar a reprodutibilidade do algoritmo de
calculo MolDock Score e validar os alvos biologicos investigados. A andlise dos resultados,
baseada na métrica de Root Mean Square Deviation (RMSD), revelou valores inferiores a 2A,

corroborando a robustez, a confiabilidade e a adequagdo da metodologia empregada.

Em relacao aos valores de afinidade dos complexos formados entre 0 6CNO07 e os alvos
bioldgicos avaliados, observou-se que o composto teste apresentou valores de score negativos
em todos os sistemas analisados, indicando probabilidade favoravel de formacao de complexos
estaveis com os alvos escolhidos. Para receptores GABAa (PDB: 6X3X) e 5-HT2a (PDB:
9LLS8), verificou-se que o complexo envolvendo o composto 6CNO7 apresentou maior
afinidade de ligagdo quando comparado aos respectivos farmacos padrao. No receptor GABAA,
foram obtidos scores de —52,32 para o 6CNO7 e —67,19 para o diazepam. No receptor de

serotonina 5-HT>a (PDB: 9LL8), foi observado que o complexo formado com o derivado
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tiofeno 6CNO7 apresentou score de -89.57, para a farmaco buspirona foi -102.34, para o
antagonista Cetanserina -100.70 e para o ligante co-cristalizado Psilocina -85.25. No alvo
Receptor de serotonina 1A (5-HT1a) (PDB: 8FYX), o controle WAY-100635 apresentou a maior
afinidade de ligagdo (—133,67), seguido pelo ligante co-cristalizado buspirona (—131,75) e pelo
composto teste 6CNO7 (—88,63). J& no alvo Transportador Vesicular de Monoaminas 2
(VMAT?>) (PDB: 8JT9), o ligante co-cristalizado cetanserina exibiu a maior afinidade de ligacao
(—112,30), ao passo que o complexo formado com o derivado tiofénico 6CNO7 apresentou score

de —87,92.

Ressalta-se que os valores de score obtidos nas simulagdes de docking molecular
correspondem a estimativas teoricas de afinidade e a modos de ligagao putativos, representando
predi¢des computacionais que requerem validagao experimental adicional (WANG et al., 2002).
Na secdo seguinte sdo demonstrados os mapas de interacdo molecular estabelecidos entre os

complexos referentes ao composto controle 6CNO7 e aos alvos em estudo.

As Figuras 16 e 17 demonstram os mapas de interagdes 2D e 3D estabelecidas pelos
complexos referentes ao 6CNO7, composto controle WAY-100635 e ligante co-cristalizado

Buspirona com o receptor 5-HT1a (PDB: 8FYX).
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Figura 16. Mapas de interagdo molecular 2D dos complexos formados com o alvo Receptor

de serotonina 1A (5-HT1A) (PDB: 8FYX).

Buspirona

Figura 17. Mapas de interagdao molecular 3D dos complexos formados com o alvo Receptor

de serotonina 1A (5-HT1A) (PDB: 8FYX).
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A analise dos mapas de interagdo molecular em 2D revelou que os complexos referentes
ao derivado 6CNO7, o composto controle WAY-100635 e o ligante co-cristalizado buspirona
interagem de maneira consistente com residuos-chave do sitio de ligagcao do receptor 5-HT1a

acoplado a proteina Gi (PDB: 8FYX).

Para o complexo do composto 6CNO7, foram observadas interagdes hidrofobicas.
Interacdes do tipo m-alquila foram vistas com os residuos Ile113, Cys187, Ala203 e Cys120,
consideradas interagdes criticas para a estabilizagdo do ligante no sitio ativo. Além disso, o
composto apresentou uma interacao de hidrogénio convencional por meio do residuo Aspl16,
com distancias aproximadas de 2,18 A. Interacdes adicionais do tipo empilhamento - com
Phe361 e Phe362, interagdo m-sigma com Valll7 e uma interacdo do tipo m-enxofre entre

Aspl16 e o enxofre do anel tiofeno.

O complexo formado pelo composto controle WAY-100635 apresentou um padrao de
interacdo semelhante ao observado no composto 6CNO7, estabelecendo interacdes do tipo
carbono-hidrogénio por meio dos residuos Asp116 e Tyr390, com distancias variando entre 1,89
e 3,04 A. O ligante também formou intera¢des m- em forma de T com residuos aromaticos
como Phe362 interagdes hidrofobicas do tipo alquila com Ile189 e m-alquila com Trp102,
Cys187, Ala93, Phe361, Ala203, Valll7, também sendo observada uma interagao do tipo pi-
sulfur por meio do residuo Cys120, indicando um modo de ligagdo compativel com antagonistas

classicos do receptor 5-HT1a (WARREN et al., 2024).

Ja o ligante co-cristalizado buspirona (C) apresentou interagdes estabilizadoras
importantes, incluindo interagdes do tipo carbono-hidrogénio convencionais com Aspll6,
Ala93 e Asn386, com distancias de aproximadamente 1,89 a 2,24 A. Também foram observadas
interagdes m-c ¢ ©-m em forma de T com os residuos aromaticos Valll7 e Phe362, além de
interacdes hidrofobicas do tipo m-alquila com Trpl102, Cys187, Phe361, Ala203 e Ala93,
reforcando a relevancia desses residuos para o reconhecimento molecular no sitio ativo
(ZLATOVIC et al, 2006). De modo geral, os trés complexos compartilham interagdes criticas
com residuos aromaticos e hidrofobicos do receptor, especialmente Trp102, Cys187 e Ala93,
sugerindo que o composto 6CNO7 apresenta um modo de ligagdo comparavel ao do controle

positivo e do ligante co-cristalizado, com potencial afinidade pelo receptor 5-HTa.

As Figuras 18 ¢ 19 demonstram os mapas de interagdes 2D e 3D estabelecidas pelos
complexos referentes ao 6CNO7, Buspirona, cetanserina e ligante co-cristalizado Psilocina

(91Q) com o alvo Receptor de Serotonina 2A (5-HT2a) (PDB: 9LLS).
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Figura 18. Mapas de interacdo molecular 2D dos complexos formados com o alvo Receptor

de Serotonina 2A (5-HT2A) (PDB: 9LL3).
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Cetanserina Psilocina

Figura 19. Mapas de interagdo molecular 3D dos complexos formados com o alvo Receptor

de Serotonina 2A (5-HT2A) (PDB: 9LLS).

O complexo referente ao composto 6CNO7 apresentou como interagdes mais relevantes
as ligacdes de hidrogénio com os residuos Thr160 (2.40 A) e Ser159 (2.60 A), ambas através
do grupamento nitrila do derivado. Além disso, destacam-se as intera¢des hidrofobicas do tipo
n-alquila com Val156, Phe234, Phe340 e Val366, além de uma interagdo tipo alquila com o
residuo Tyr370 com o 4tomo de cloro. Adicionalmente, observa-se uma interacao do tipo m-
sulfur estabelecida pelo aminoacido Phe339 contribuindo para a estabilizacao do ligante no sitio

e uma interacao do tipo m-anidnica do residuo Asp155 com o anel aromaético.

No complexo do composto buspirona, observa-se um padrao de interagdes mais polar,
com interagdes de hidrogénio importantes envolvendo o residuo Asn343 (3.02 A) e interagdes
do tipo carbono-hidrogénio por meio dos residuos Asp155 (2,24 A e 2,46 A), Gly238 (2,64 A),
Phe234 (2.51 A) e Val366 (2,45 A). A buspirona também estabeleceu contatos hidrofébicos do
tipo alquila e m-alquila com residuos como Phe339, Leu229, Vall56 e Val366, como também
foi observada uma interacao do tipo m-anion por meio do residuo Aspl55, indicando uma

combinacdo de interacdes polares e hidrofobicas para estabilizagdo no sitio de ligacao.

No complexo referente a cetanserina, observa-se a formagao de interagdes de hidrogénio
com os residuos Asp155, com distancias de 2,26 A e 2,56 A e uma interagio por meio do residuo
Ser159 (3.01), além de interacdes hidrofobicas do tipo m-alquila com os residuos Trp336,

Phe339, Tyr370, Vall56 e Val366, além de duas interagdes do tipo -t empilhado e m-m em
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forma de T por meio dos residuos Phe340 e Phe234. Também ¢ observada uma interagdo do
tipo m-sigma com Vall56 e um contato adicional do tipo m-anion com Asp155, sugerindo um
modo de ligagdo estabilizado principalmente por contatos hidrofébicos associados a interagdes

polares especificas.

Por fim, o complexo do ligante co-cristalizado psilocina apresentou uma ligagcdo de
hidrogénio com Ser242 (2,67 A), além de interagdes adicionais do tipo carbono-hidrogénio com
Asp155 (2,41 A, 2,42 A ¢ 2,71 A). Também foram observadas interacdes hidrofobicas do tipo
n-alquila com Val156 e n-n em forma de T por meio do residuo Phe340. De maneira geral, a
figura evidencia que o composto 6CNO7 compartilha interacdes importantes com o alvo,
especialmente a ligacdo de hidrogénio convencional com Ser242 e contatos hidrofobicos do
tipo m-alquila com Vall56, residuo visualizado em todos os complexos em estudo, sugerindo

um modo de ligagdo compativel com o sitio ativo (XU et al., 2026).

As Figuras 20 e 21 demonstram os mapas de interacdes 2D e 3D estabelecidas pelos
complexos referentes ao composto teste derivado tiofeno 6CNO7 e ligante co-cristalizado

Diazepam com o alvo Receptor de GABA Tipo A (GABAA) (PDB: 6X3X).
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I Unfavorable Bump Arg (Arginina), Asp (Acido Aspartico),
[ | carbon Hydrogen Bond Phe (Fenilalanina), Thr (Treonina) e

[] Akyl Ser (Serina).
[ ] Pi-akyl

Figura 20. Mapas de interagao molecular 2D dos complexos formados com o alvo Receptor

de GABA Tipo A (GABA) (PDB: 6X3X).

6CNO7 Diazepam

Figura 21. Mapas de interagdao molecular 3D dos complexos formados com o alvo Receptor

de GABA Tipo A (GABAA) (PDB: 6X3X).

A andlise dos mapas de interacdo molecular em 2D dos complexos formados pelo
composto 6CNO7 e pelo ligante co-cristalizado diazepam com o receptor humano GABAa
subtipo alp2y2 (PDB: 6X3X) revelou padrdes de interagdo distintos, sugerindo modos de

ligagdo diferentes no sitio avaliado.

Para o composto 6CNO07, a anélise do docking revelou uma interagao de hidrogénio entre
o residuo Leu223 (2.71 A) e o grupamento imina do derivado. Interagdes hidrofobicas do tipo
n-alquila foram observadas com os residuos Pro228, Met227, Leu231 e 1le305, além de uma
interacdo tipo alquila com o residuo Arg284. Ademais, observou-se uma interagao “unfavorable

donor-donor” com o residuo Ser280.

Em contraste, o ligante co-cristalizado diazepam (B) apresentou um padrao de interagao
caracterizado predominantemente por interagdes do tipo carbono-hidrogénio com os residuos
Thr277 (2.39 A) e Thr281 (2.40 A). O modo de ligacdo do diazepam é compativel com sua
interacao conhecida no sitio benzodiazepinico alostérico do receptor GABA A (KIM et al.,

2020). De forma geral, ndo foram observadas semelhangas relevantes no padriao de interagao
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molecular entre os complexos formados pelo composto 6CNO7 e pelo diazepam, indicando

modos de ligacao distintos no receptor GABAA a1p2y2.

Por fim, as Figuras 22 e 23 demonstram os mapas de interagcdes 2D e 3D estabelecidas

pelos complexos referentes ao composto teste, o derivado tiofeno 6CNO7, e ligante co-

cristalizado Cetanserina com o Transportador Vesicular de Monoaminas 2 (VMAT>) (PDB:

8JT9).
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Figura 22. Mapas de interacdo molecular 2D dos complexos formados com o alvo

Transportador Vesicular de Monoaminas 2 (VMAT?) (PDB: 8JT9).
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6CNO7 Cetanserina

Figura 23. Mapas de interagdo molecular 3D dos complexos formados com o alvo

Transportador Vesicular de Monoaminas 2 (VMAT?2) (PDB: 8JT9).

A andlise dos mapas de interagdo molecular em 2D dos complexos formados pelo
composto 6CNO7 e pelo ligante co-cristalizado ketanserina com o alvo transportador vesicular
de monoaminas 2 humano (VMAT,) (PDB: 8JT9) evidenciou interacdes hidrofobicas e

eletrostaticas relevantes para a estabilizagdo dos complexos no sitio de ligagao.

Para o complexo referente ao composto 6CNO7, observou-se uma liga¢do de hidrogénio
com o residuo Glu312 (2,53 A) com o grupo imina do derivado. Adicionalmente, esse mesmo
residuo estabeleceu interagao do tipo m-enxofre com o atomo de enxofre do anel tiofeno. Além
disso, interacdes do tipo m-alquila foram observadas com os residuos Pro437, Val232, Leu37 e
Leu228, considerada critica para a ancoragem hidrofobica do ligante, além de uma interagdo do

tipo - com o residuo Tyr433.

O complexo do ligante co-cristalizado cetanserina apresentou um padrao de interacao
consistente com o observado experimentalmente, formando uma interacdo m-anion com o
residuo Glu312, semelhante a observada para o composto 6CNO0O7, sugerindo um modo de
ligacdo conservado. Além disso, foram observadas interacdes n-m empilhadas, n-alquila e 7-
sigma com Phel35, Ala337, Val232, Tyr341 e Ile308, contribuindo para a estabilizagdo
hidrofobica do complexo. Interacdes adicionais do tipo halogénio com residuos polares e
aromaticos, como Gly392, também foram identificadas, reforcando a afinidade do ligante pelo

sitio de ligacao do transportador VMAT2 (WU et al., 2024).

De forma geral, ambos os complexos compartilham interagdes criticas com os residuos
Val232 e Glu312, destacando-se a interagdao m-alquila com Val232 e a interagdo m-anion com

Glu312 como determinantes para o reconhecimento molecular.
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7.2 Metodologias in vivo

No labirinto em cruz elevado foram analisados os seguintes pardmetros
comportamentais: nimero de entradas nos bracos abertos (NEBA) e o tempo de permanéncia
nos bragos abertos (TPBA). A figura 24 representa o efeito do tratamento oral com o composto

6CNO7 (25, 50, 100 e 200 mg/kg) sobre o NEBA.

Na figura € possivel observar que o DZP 1 mg/kg (11,7 = 1,4) aumentou
significativamente o NEBA em 88,6%, quando comparado ao grupo veiculo (1,3 £ 0,4). De
forma semelhante, o 6CNO7 nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg (4,3 £0,2; 7,8 £0,5; 5,0 £+
1,1; 5,7 £ 0,9, respectivamente) aumentou significativamente o NEBA em 69,3%, 83,1%,
73,4% e 76,5%, respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (1,3 = 0,4). Além disso,

nao houve diferenga significativa entre as doses do derivado aminotiofénico.
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Figura 24. Efeito do 6CNO07 sobre o NEBA no teste Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” e “b” vs “veiculo”, DZP 1 quando p <0.05. DZP 1 = Diazepam
1 mg/kg; 6CNO7 = Derivado tiofénico 6CN07 25, 50, 100 e 200 mg/kg; NEBA = Numero de Entradas nos Bragos
Abertos.
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A figura 25 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (25, 50, 100
e 200 mg/kg) sobre o TPBA.

Na figura € possivel observar que o DZP 1 mg/kg (71,3 += 7,5) aumentou
significativamente o TPBA em 94,6%, quando comparado ao grupo veiculo (3,8 + 1,3). De
forma semelhante, 0 6CNO07 nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg (38,6 +9,7; 69,8 +4,3; 40,1+
14,6; 37,8 + 6,8, respectivamente) aumentou significativamente o TPBA em 90,1%, 94,5%,
90,5% e 89,9%, respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (1,3 + 0,4). Além disso,

nao houve diferencga significativa entre as doses do derivado aminotiofénico.
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Figura 25. Efeito do 6CNO7 sobre o TPBA no teste Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média =+ erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg;
6CNO7 = Derivado tiofénico 6CN07 25, 50, 100 e 200 mg/kg; TPBA = Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos,
em segundos (s).
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No teste campo aberto, os parametros analisados foram o nimero de cruzamentos totais
(NCT), nimero de rearing (NR) e numero de grooming (NG). A figura 26 representa o efeito
do tratamento oral com o composto 6CNO7 (25, 50, 100 e 200 mg/kg) sobre o NCT. Na figura
¢ possivel observar que o DZP 2 mg/kg (140,2 + 1,4) aumentou significativamente o NCT em
41,9%, quando comparado ao grupo veiculo (81,3 +4,2). De forma semelhante, o 6CNO7 nas
doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg (115,3 + 8,0; 117,3 £ 9,7; 107,5 + 3,9; 115,5 £+ 8.8,
respectivamente) aumentou significativamente o NCT em 29,5%, 30,7%, 24,3% e 29,6%,
respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (81,3 £+ 4,2). Além disso, ndo houve

diferenca significativa entre as doses do derivado aminotiofénico.
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Figura 26. Efeito do 6CNO07 sobre o NCT no teste Campo Aberto (CA).

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. DZP 2 = Diazepam 2 mg/kg;
6CNO7 = Derivado tiofénico 6CN07 25, 50, 100 e 200 mg/kg; NCT = Numero de Cruzamentos Totais.
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A figura 27 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (25, 50, 100
e 200 mg/kg) sobre o Numero de grooming (NG). Na figura € possivel observar que houve
diferenga significativa apenas no grupo 6CNO07 50 ¢ 100 mg/kg (0,8 + 0,1; 0,8 £ 0,3) em
comparagdo ao grupo veiculo (2,0 + 0,3). Em termos percentuais, ¢ evidente que o 6CNO7 50 e
100 mg/kg diminuiram ambos, aproximadamente, 58,4% o nimero de grooming dos animais
quando comparado ao grupo veiculo. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as

diferentes doses do derivado aminotiofénico.
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Figura 27. Efeito do 6CNO07 sobre o NG no teste Campo Aberto (CA).

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-

teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. DZP 2 = Diazepam 2 mg/kg;
6CNO7 = Derivado tiofénico 6CN07 25, 50, 100 e 200 mg/kg; NG = Numero de Grooming.
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A figura 28 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (25, 50, 100
e 200 mg/kg) sobre o Numero de rearing (NR). Na figura ¢ possivel observar que o DZP 2
mg/kg (25,1 £ 4,2) aumentou significativamente o NR em 42,4%, quando comparado ao grupo
veiculo (14,5 = 1,3). De forma semelhante, o0 6CNO7 nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg
(24,0 +3,1;22,3+£2,2;26,3+0,5; 37,3 + 2,1, respectivamente) aumentou significativamente o
NR em 39,6%, 35,1%, 44,9% e 61,2%, respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo
(81,3 = 4,2). Além disso, ndo houve diferenga significativa entre as doses do derivado

aminotiofénico.
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Figura 28. Efeito do 6CNO07 sobre o NR no teste Campo Aberto (CA).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. DZP 2 = Diazepam 2 mg/kg;
6CNO7 = Derivado tiofénico 6CN07 25, 50, 100 e 200 mg/kg; NR = Numero de Rearing.
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No teste do Rota Rod foram analisados os seguintes parametros comportamentais:
numero de quedas (NQ) e o tempo de permanéncia na barra giratoria (TP). A figura 29
representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO07 (25, 50, 100 e 200 mg/kg) sobre
o NQ. Na figura ¢ possivel observar que o DZP 4 mg/kg (3,0 £ 0,0) aumentou
significativamente o0 NQ em 100%, quando comparado ao grupo veiculo (0,2 + 0,2). Ao
contrario do diazepam, o 6CNO7 nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg (0,0 = 0,0; 0,0 = 0,0;
0,2 £ 0,2; 0,0 = 0,0, respectivamente) nao apresentou diferenca significativa em relagdo ao

grupo veiculo.

Numero de Quedas (NQ)

Figura 29. Efeito do 6CNO07 sobre o NQ no teste Rota Rod (RR).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. DZP 4 = Diazepam 4 mg/kg;
6CNO7 = Derivado tiofénico 6CN07 25, 50, 100 e 200 mg/kg; NQ = Numero de Quedas.

A figura 30 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (25, 50, 100
e 200 mg/kg) sobre o TP. Na figura € possivel observar que o DZP 4 mg/kg (13,0 + 1,4) diminuiu
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significativamente o TP em 78,3%, quando comparado ao grupo veiculo (60,0 + 0,0). Ao
contrario do diazepam, o 6CNO07 nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg (60,0 £+ 0,0; 60,0 + 0,0;
60,0 £ 0,0; 60,0 + 0,0, respectivamente) ndo apresentou diferenca significativa em relagao ao

veiculo.
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Figura 30. Efeito do 6CNO7 sobre o TP no teste Rota Rod (RR).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-

9

teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. DZP 4 = Diazepam 4 mg/kg;
6CNO7 = Derivado tiofénico 6CN07 25, 50, 100 e 200 mg/kg; TP = Tempo de Permanéncia, em segundos (s).

1.2.2 Antagonismo GABAérgico

Com o objetivo de analisar o possivel envolvimento da via gabaérgica no mecanismo
de acdo ansiolitico-simile do derivado 6CNO7, foi realizado o teste de antagonismo com

flumazenil. Para tanto, foi determinada a dose de 50mg/kg do 6CNO7 para utilizar neste € nos
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testes subsequentes, uma vez que foi a menor dose que apresentou significancia em todos os

testes realizados previamente.

A figura 31 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal do flumazenil 20mg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CNO7 50
mg/kg sobre o NEBA. Como controle positivo foi utilizado o benzodiazepinico diazepam na
dose intraperitoneal de 1 mg/kg. Na figura € possivel observar que o DZP 1 mg/kg (11,7 + 1,3)
aumentou significativamente o NEBA em 71,5%, quando comparado ao grupo veiculo (3,3 +
0,5). O pré-tratamento com flumazenil, no grupo DZP 1 + FLU 20 (5,1 + 0,8), apresentou
reducdo significativa de 55,8% do NEBA em comparagdo ao grupo tratado isoladamente com
diazepam (11,7 = 1,3). De forma semelhante, o0 6CN0O7 na dose de 50mg/kg (6,1 = 1,0)
aumentou significativamente o NEBA em 46%, quando comparado ao grupo veiculo (3,3 +
0,5), e o pré-tratamento com flumazenil, no grupo 6CN0O7 50 + FLU 20 (3,1 £+ 0,7), reduziu
significativamente o NEBA em 48,6% quando comparado ao grupo tratado com o derivado

isoladamente (6,1 + 1,0).

87



15—
- a
, = T
< 2 T
£7 104
s 8
=
> 2 a
C < b [
o @
£ g 5- L c
N S
Z &
3
=
0 | 1
N Q\ D D D
& D SR
F O S
< x{; ‘ogé XQ
3> N
NG b@“

Figura 31. Efeito do antagonista flumazenil em associagdo ao 6CNO7 sobre o NEBA no teste
Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-

[T3%1)

teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” e “b” vs “veiculo” e “DZP 17, respectivamente, quando p <
0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg; FLU 20 = Flumazenil 20 mg/kg; 6CNO07 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg;
NEBA = Numero de Entradas nos Bragos Abertos.

A figura 32 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal do flumazenil 20mg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CNO7 50
mg/kg sobre o TPBA. Como controle positivo foi utilizado o benzodiazepinico diazepam na
dose intraperitoneal de 1 mg/kg. Na figura € possivel observar que o DZP 1 mg/kg (95,7 £ 9,8)
aumentou significativamente o TPBA em 63,8%, quando comparado ao grupo veiculo (34,7 +
9,3). O pré-tratamento com flumazenil, no grupo DZP 1 + FLU 20 (42,2 + 6,1), apresentou
reducdo significativa de 55,9% do TPBA em comparacdo ao grupo tratado isoladamente com
diazepam (95,7 £ 9,8). De forma semelhante, 0 6CNO7 na dose de 50 mg/kg (64,7 £ 9,6)

aumentou significativamente o TPBA em 46,4%, quando comparado ao grupo veiculo (34,7 £
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9,3), e o pré-tratamento com flumazenil, no grupo 6CNO07 50 + FLU 20 (39,8 + 7,8), reduziu
significativamente o TPBA em 38,4% quando comparado ao grupo tratado com o derivado

isoladamente (64,7 £+ 9,6).
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Figura 32. Efeito do antagonista flumazenil em associacdo ao 6CN0O7 sobre o TPBA no teste

Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs “veiculo”, “DZP 17 ¢ “6CN07 507,
respectivamente, quando p < 0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg; FLU 20 = Flumazenil 20 mg/kg; 6CN07 50 =
Derivado tiofénico 50 mg/kg; TPBA = Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos.

Posteriormente ao teste comportamental no LCE, os animais foram submetidos ao teste
Caixa Claro-Escuro (CCE), com o objetivo de evidenciar e ampliar o efeito ansiolitico-simile
e o possivel envolvimento da via GABAérgica através do antagonismo com flumazenil. Neste
teste foram analisados os seguintes parametros comportamentais: Numero de entradas no

compartimento claro (NECC) e o Tempo de permanéncia no compartimento claro (TPCC).

A figura 33 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal do flumazenil 20mg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CNO7 50

mg/kg sobre o NECC. Como controle positivo foi utilizado o benzodiazepinico diazepam na
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dose intraperitoneal de 1 mg/kg. Na figura é possivel observar que o DZP 1 mg/kg (29,2 £0,9)
aumentou significativamente o NECC em 45,7%, quando comparado ao grupo veiculo (15,8 +
0,4). O pré-tratamento com flumazenil, no grupo DZP 1 + FLU 20 (17,3 + 0,8), apresentou
reducdo significativa de 40,6% do NECC em comparagdo ao grupo tratado isoladamente com
diazepam (29,2 + 0,9). De forma semelhante, o 6CNO7 na dose de 50 mg/kg (19,5 + 1,1)
aumentou significativamente o NECC em 18,9%, quando comparado ao grupo veiculo (15,8 £
0,4), e o pré-tratamento com flumazenil, no grupo 6CNO07 50 + FLU 20 (12,7 £+ 0,9), reduziu
significativamente o NECC em 35,0% quando comparado ao grupo tratado com o derivado

isoladamente (19,5 £ 1,1).

40—

=

30—

Numero de Entradas no
Compartimento Claro (NECC)

Figura 33. Efeito do antagonista flumazenil em associacdo ao 6CN07 sobre o NECC no teste

Caixa Claro Escuro (CCE).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs “veiculo”, “DZP 17 e “6CNO07 507,
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respectivamente, quando p < 0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg; FLU 20 = Flumazenil 20 mg/kg; 6CN07 50 =
Derivado tiofénico 50 mg/kg; NECC = Numero de Entradas no Compartimento Claro.

A figura 34 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal do flumazenil 20mg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CNO7 50
mg/kg sobre 0 TPCC. Como controle positivo foi utilizado o benzodiazepinico diazepam na
dose intraperitoneal de 1 mg/kg. Na figura ¢ possivel observar que o DZP 1 mg/kg (161,8 +
7,7) aumentou significativamente o TPCC em 36,7%, quando comparado ao grupo veiculo
(102,5 £ 5,6). O pré-tratamento com flumazenil, no grupo DZP 1 + FLU 20 (68,2 + 5,3),
apresentou reducdo significativa de 57,9% do TPCC em comparagdo ao grupo tratado
isoladamente com diazepam (161,8 £ 7,7). De forma semelhante, o 6CNO7 na dose de 50 mg/kg
(124,2 + 9,5) nao aumentou significativamente o TPCC, quando comparado ao grupo veiculo
(102,5 £+ 5,6), e o pré-tratamento com flumazenil, no grupo 6CNO7 50 + FLU 20 (66,7 + 3.,4),
reduziu significativamente o TPCC em 53,7% quando comparado ao grupo tratado com o

derivado isoladamente (124,2 + 9,5).
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Figura 34. Efeito do antagonista flumazenil em associagcdo ao 6CN07 sobre o TPCC no teste
Caixa Claro Escuro (CCE).

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs “veiculo”, “DZP 1”7 e “6CNO07 507,
respectivamente, quando p < 0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg; FLU 20 = Flumazenil 20 mg/kg; 6CN07 50 =
Derivado tiofénico 50 mg/kg; TPCC = Tempo de Permanéncia no Compartimento Claro.

1.2.3 Antagonismo Serotoninérgico

Com o objetivo de elucidar o mecanismo de a¢do do derivado 6CNO7 foi realizado além
do antagonismo gabaérgico, o antagonismo serotoninérgico a fim de analisar o envolvimento
do efeito ansiolitico-simile através da modulagdo em receptores serotoninérgicos, como o 5-
HT>, uma vez que estdo diretamente relacionados com a neurobiologia dos transtornos de

ansiedade. Para este antagonismo, foram realizados os mesmos testes, LCE e CCE. Entretanto,
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o farmaco padrao utilizado como controle positivo foi a buspirona na dose de 5 mg/kg e como

antagonista serotoninérgico foi utilizado a cetanserina na dose de 5 mg/kg.

A figura 35 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal da cetanserina Smg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CNO7 50
mg/kg sobre o NEBA. Na figura ¢ possivel observar que a buspirona 5 mg/kg (9,8 £ 1,0)
aumentou significativamente o NEBA em 37,3%, quando comparado ao grupo veiculo (6,2 +
0,7). O pré-tratamento com cetanserina, no grupo BUSP 5 + CET 5 (0,0 £ 0,0), apresentou
reducao significativa do NEBA em comparacao ao grupo tratado isoladamente com buspirona
(9,8 = 1,0). De forma semelhante, o 6CN0O7 na dose de 50 mg/kg (7,7 + 1,5) ndo aumentou
significativamente o NEBA, quando comparado ao grupo veiculo (6,2 £+ 0,7), e o pré-tratamento
com cetanserina, no grupo 6CNO07 50 + CET 5 (1,3 + 0,3), reduziu significativamente o NEBA

em 82,7% quando comparado ao grupo tratado com o derivado isoladamente (7,7 + 1,5).
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Figura 35. Efeito do antagonista 5-HT2, cetanserina, em associagdo ao 6CNO7 sobre o NEBA
no teste Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média =+ erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs “veiculo”, “BUSP 5” e “6CNO07 507,
respectivamente, quando p < 0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg; BUSP 5 = Buspirona 5 mg/kg; CET 5 =
Cetanserina 5 mg/kg; 6CN07 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg; NEBA = Numero de Entradas nos Bragos Abertos.

A figura 36 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal da cetanserina Smg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CN0O7 50
mg/kg sobre o TPBA. Na figura ¢ possivel observar que a buspirona 5 mg/kg (81,0 £ 15,2)
aumentou significativamente o TPBA em 46,3%, quando comparado ao grupo veiculo (43,5 +
8,3). O pré-tratamento com cetanserina, no grupo BUSP 5 + CET 5 (0,0 + 0,0), apresentou
reducao significativa do TPBA em comparagdo ao grupo tratado isoladamente com buspirona
(81,0 £ 15,2). De forma semelhante, 0 6CN0O7 na dose de 50 mg/kg (74,3 £+ 13,8) ndo aumentou
significativamente o TPBA, quando comparado ao grupo veiculo (43,5 + 8,3), ¢ o pré-

tratamento com cetanserina, no grupo 6CN07 50 + CET 5 (10,8 = 3,4), reduziu
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significativamente o TPBA em 86,1% quando comparado ao grupo tratado com o derivado

isoladamente (74,3 £+ 13,8).
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Figura 36. Efeito do antagonista 5-HT2, cetanserina, em associagdo ao 6CN07 sobre o TPBA
no teste Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs “veiculo”, “BUSP 5” e “6CNO07 507,
respectivamente, quando p < 0.05. BUSP 5 = Buspirona 5 mg/kg; CET 5 = Cetanserina 5 mg/kg; 6CN07 50 =
Derivado tiofénico 50 mg/kg; TPBA = Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos.

A figura 37 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal da cetanserina Smg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CN0O7 50

mg/kg sobre o NECC.

Na figura ¢ possivel observar que a buspirona 5 mg/kg (20,3 £ 0,6) aumentou

significativamente o NECC em 17,2%, quando comparado ao grupo veiculo (16,8 + 0,8). O
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pré-tratamento com cetanserina, no grupo BUSP 5 + CET 5 (1,5 £+ 0,2), apresentou reducao
significativa de 92,6% do NECC em comparacao ao grupo tratado isoladamente com buspirona
(20,3 £+ 0,6). De forma semelhante, o 6CN0O7 na dose de 50 mg/kg (18,3 £ 0,4) ndo aumentou
significativamente o NECC, quando comparado ao grupo veiculo (16,8 £ 0,8), e o pré-
tratamento com cetanserina, no grupo 6CNO7 50 + CET 5 (1,8 £ 0.,5), reduziu
significativamente o NECC em 90,0% quando comparado ao grupo tratado com o derivado

isoladamente (18,3 = 0,4).
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Figura 37. Efeito do antagonista 5-HT2, cetanserina, em associagdo ao 6CNO7 sobre o NECC
no teste Caixa Claro Escuro (CCE).

As colunas representam a média =+ erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs “veiculo”, “BUSP 5” e “6CNO07 507,
respectivamente, quando p < 0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg; BUSP 5 = Buspirona 5 mg/kg; CET 5 =
Cetanserina 5 mg/kg; 6CN0O7 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg; NECC = Numero de Entradas no Compartimento
Claro.

96



A figura 38 representa o efeito do antagonismo realizado com o tratamento
intraperitoneal da cetanserina Smg/kg frente ao tratamento oral com o composto 6CN0O7 50

mg/kg sobre o TPCC.

Na figura ¢ possivel observar que a buspirona 5 mg/kg (138,5 + 4,2) aumentou
significativamente o TPCC em 29,1%, quando comparado ao grupo veiculo (98,2 +4,5). O pré-
tratamento com cetanserina, no grupo BUSP 5 + CET 5 (6,0 £ 1,3), apresentou redugdo
significativa de 95,7% do TPCC em comparag¢do ao grupo tratado isoladamente com buspirona
(138,5 £ 4,2). De forma semelhante, 0 6CNO7 na dose de 50 mg/kg (125,0 + 4,2) aumentou
significativamente o TPCC em 21,5%, quando comparado ao grupo veiculo (98,2 + 4,5), ¢ o
pré-tratamento com cetanserina, no grupo 6CN07 50 + CET 5 (9,8 £ 2,9), reduziu
significativamente o TPCC em 92,1% quando comparado ao grupo tratado com o derivado

isoladamente (125,0 + 4,2).
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Figura 38. Efeito do antagonista 5-HT2, cetanserina, em associacdo ao 6CNO7 sobre o TPCC
no teste Caixa Claro Escuro (CCE).
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As colunas representam a média =+ erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs “veiculo”, “BUSP 5” e “6CN07 507,
respectivamente, quando p < 0.05. DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg; BUSP 5 = Buspirona 5 mg/kg; CET 5 =
Cetanserina 5 mg/kg; 6CN0O7 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg; TPCC = Tempo de Permanéncia no
Compartimento Claro.

1.2.4 Ansiedade induzida por Pentilenotetrazol

A figura 39 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (50 mg/kg)
na presenca do pentilenotetrazol (30 mg/kg) sobre o NEBA. E possivel observar que o PTZ 30
mg/kg (1,8 £ 0,3) reduziu significativamente o NEBA em 60,7%, quando comparado ao grupo
veiculo (4,6 = 0,4). O grupo 6CN0O7 + PTZ (7,0 £+ 0,5) apresentou um aumentou significativo
de 33,3% no NEBA, quando comparado ao grupo veiculo (4,6 + 0,4), assim como de 73,8%
quando comparado ao grupo tratado isoladamente com PTZ 30mg/kg (1,8 + 0,3).
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Figura 39. Efeito do 6CNO7 na presenga do pentilenotetrazol sobre o NEBA no teste Labirinto
em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” e “b” vs “veiculo” e “PTZ 307, respectivamente, quando p <
0.05. PTZ 30 = Pentilenotetrazol 30 mg/kg; 6CN0O7 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg; NEBA = Numero de
Entradas nos Bragos Abertos.

A figura 40 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (50 mg/kg)
na presenca do pentilenotetrazol (30 mg/kg) sobre o TPBA. E possivel observar que o PTZ 30
mg/kg (29,6 £ 6,9) reduziu significativamente o TPBA em 53,9%, quando comparado ao grupo
veiculo (64,3 £5,3). O grupo 6CNO7 + PTZ (73,8 £ 6,6), apresentou um aumento significativo
de 59,8% no TPBA, quando comparado ao tratado isoladamente com PTZ 30mg/kg (29,6 +
6,9).
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Figura 40. Efeito do 6CN07 na presenca do pentilenotetrazol sobre o TPBA no teste
Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” e “b” vs “veiculo” e “PTZ 307, respectivamente, quando p <
0.05. PTZ 30 = Pentilenotetrazol 30 mg/kg; 6CN07 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg; TPBA = Tempo de
permanéncia nos Bragos Abertos, em segundos (s).

A figura 41 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (50 mg/kg)
na presenca do pentilenotetrazol (30 mg/kg) sobre o NECC. E possivel observar que o PTZ 30
mg/kg (5,8 £ 0,1) reduziu significativamente o NECC em 58,9%, quando comparado ao grupo
veiculo (14,1 = 0,4). O grupo 6CNO7 + PTZ (16,5 £ 0,5) apresentou um aumento significativo
de 14,1% no NECC, quando comparado ao grupo veiculo (14,1 + 0,4), assim como de 64,7%
quando comparado ao grupo tratado isoladamente com PTZ 30mg/kg (5,8 £ 0,1).
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Figura 41. Efeito do 6CNO07 na preseng¢a do pentilenotetrazol sobre o NECC no teste Caixa
Claro Escuro (CCE).

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” e “b” vs “veiculo” e “PTZ 307, respectivamente, quando p <
0.05. PTZ 30 = Pentilenotetrazol 30 mg/kg; 6CNO7 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg; NECC = Numero de
Entradas no Compartimento Claro.

A figura 42 representa o efeito do tratamento oral com o composto 6CNO7 (50 mg/kg)
na presenca do pentilenotetrazol (30 mg/kg) sobre o TPCC. E possivel observar que o PTZ 30
mg/kg (41,3 £ 4,8) reduziu significativamente o TPCC em 52,6%, quando comparado ao grupo
veiculo (87,1 £4,6). O grupo 6CNO7 + PTZ (116,3 £ 8,2), apresentou um aumento significativo
de 25% no NECC, quando comparado ao grupo veiculo (87,1 £ 4,6), assim como de 64,5%
quando comparado ao grupo tratado isoladamente com PTZ 30mg/kg (41,3 + 4,8) (Figura 40).
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Figura 42. Efeito do 6CNO7 na presenga do pentilenotetrazol sobre o TPCC no teste Caixa
Claro Escuro (CCE).

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” e “b” vs “veiculo” e “PTZ 30”, respectivamente, quando p <
0.05. PTZ 30 = Pentilenotetrazol 30 mg/kg; 6CN0O7 50 = Derivado tiofénico 50 mg/kg; TPCC = Tempo de
Permanéncia no Compartimento Claro.

7.3 Metodologias in vitro
7.3.1. Estresse Oxidativo

Para investigar o possivel efeito antioxidante do composto 6CNO7 e sua participagdo
nos mecanismos envolvidos na modulacao do estresse oxidativo induzido pelo pentilenotetrazol
(PTZ), foram realizados ensaios visando a avaliacdo de marcadores-chave do equilibrio redox,

com énfase na quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH), nitrito e malonialdeido.

A figura 43 representa a quantificagdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em
funcdo dos grupos tratados oralmente com 6CNO7 e/ou intraperitonealmente com

pentilenotetrazol (30 mg/kg). E possivel observar que o PTZ 30 mg/kg (6,3 £ 1,7) reduziu
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significativamente a GSH em 59,7%, quando comparado ao grupo veiculo (15,8 = 2,0). O grupo
6CNO7 + PTZ (18,3 £ 4,6) apresentou um aumento significativo de 65,3% no GSH, quando
comparado ao grupo tratado isoladamente com PTZ 30mg/kg (6,3 + 1,7).
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Figura 43. Efeito do 6CNO07 sobre GSH frente ao estimulo ansiogénico com pentilenotetrazol.

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” vs “veiculo” e “PTZ 307, respectivamente, quando p <
0.05. PTZ = Pentilenotetrazol 30 mg/kg; 6CNO7 50 = Derivado tiofénico 6CN07 50 mg/kg; GSH = Glutationa
reduzida.

A figura 44 representa a quantificacao dos niveis de nitrito (NO2") em funcao dos grupos
tratados oralmente com 6CNO7 e/ou intraperitonealmente com pentilenotetrazol (30 mg/kg). E

possivel observar que o PTZ 30 mg/kg (599,5 + 82,7) aumentou significativamente os niveis

103



de nitrito em 41,1%, quando comparado ao grupo veiculo (353,2 + 14,1). Entretanto, ndo foi

observada diferenca significativa entre o grupo 6CNO7 + PTZ (18,3 £4,6) e o veiculo.
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Figura 44. Efeito do 6CNO07 sobre nitrito frente ao estimulo ansiogénico com pentilenotetrazol.

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pds-

[73%3]

teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. PTZ = Pentilenotetrazol 30
mg/kg; 6CNO7 50 = Derivado tiofénico 6CNO7 50 mg/kg;

A figura 45 representa a quantificagdo dos niveis de malonialdeido (MDA), produto da
peroxidacdo lipidica, em fun¢do dos grupos tratados oralmente com 6CNO7 e/ou
intraperitonealmente com pentilenotetrazol (30 mg/kg). E possivel observar que o PTZ 30

mg/kg (13,4 +0,8) reduziu significativamente os niveis de MDA em 26,6%, quando comparado
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ao grupo veiculo (18,3 +1,3). Da mesma maneira, o grupo 6CN0O7 +PTZ 30 (13,3 £0,2) reduziu
significativamente os niveis de MDA em 27,4% quando comparado ao grupo veiculo (18,3 +

1,3). Nao foi observada diferenca significativa entre demais grupos.
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Figura 45. Efeito do 6CN07 sobre a peroxidagdo lipidica, pelo MDA, frente ao estimulo

ansiogénico com pentilenotetrazol.

As colunas representam a média + erro padrao da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido do pos-

[73%1]

teste de Tukey (post hoc). Valores significativos: “a” vs “veiculo”, quando p < 0.05. PTZ = Pentilenotetrazol 30
mg/kg; 6CNO7 50 = Derivado tiofénico 6CNO7 50 mg/kg; MDA = Malondialdeido;

7.3.2. Citotoxicidade

A viabilidade das células da cultura primaria enriquecida com astrécitos pelo ensaio
colorimétrico baseado no sal tetrazolio WST-1, que quantifica indiretamente a atividade
mitocondrial das células vidveis. Os resultados estdo expressos em percentual de viabilidade

celular dos pogos de células tratadas com glutamato 1, 10 e 20mM (0,8 + 0,03; 0,7 + 0,05; 0,5
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+ 0,01, respectivamente) e com 6CNO07 0,1, 1,0, 10, 20, 100, 200 e 400 uM (0,8 £ 0,10; 0,8 =
0,01; 0,8 +£0,10; 0,6 £0,01; 0,6 + 0,02; 0,6 = 0,01; 0,6 = 0,03, respectivamente) em relagdo ao
grupo controle DMSO 0,1% (1,0 = 0,06) (figura 46A e 46B) e (Figura 47).
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Figura 46. Viabilidade celular do 6CN07 frente a excitotoxicidade glutamatérgica avaliada

pelo teste WST-1 em culturas primdrias de células da glia.

As médias dos valores de absorbancia (eixo y) para cada grupo experimental (eixo x) sfo expressas como
{4

porcentagem do controle (DMSO 0,1%), considerado como 100%. Valores significativos: “a” vs “DMSO”; “b” vs
“GLUT 20 mM” quando p < 0.05.
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GLUT 20mM

6CNO7 0,17uM GLUT 20mM + 6CNO7 0,1uM GLUT 20mM + 6CNO07 0,17uM

Figura 47. Contraste de fases do derivado tiofénico 6CN0O7 em cultura primaria de microglia
enriquecida com astrdcitos em meio a excitotoxicidade glutamatérgica.

Descricao morfologica: No grupo controle (CN) e no grupo veiculo (DMSO), observa-se uma
camada celular integra, com alta densidade, células apresentando morfologia
predominantemente poligonal a levemente arredondada, contornos bem definidos e citoplasma
homogéneo, além de organizagao celular preservada. No grupo tratado com glutamato 20 mM,
verifica-se notoria alteragdo morfologica, caracterizada por redugdo da densidade celular, perda
da confluéncia, células com retragdo citoplasmatica e arredondamento acentuado, com
diminuicdo e/ou auséncia de prolongamentos celulares, além de areas com descontinuidade da
confluéncia, sugestivas de dano celular e morte por excitotoxicidade. O tratamento com 6CNO7
(0,1 uM) isoladamente ndo promoveu alteracdes morfologicas relevantes, mantendo padrao
semelhante ao controle. Nos grupos tratados com glutamato associado ao 6CNO7, observa-se
atenuacao das alteragdes induzidas pelo glutamato, evidenciada por maior densidade celular,

menor nimero de células retraidas e melhor organiza¢do da monocamada.
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8 DISCUSSAO

Inicialmente, a caracterizagdo in silico do perfil farmacocinético e toxicologico do
derivado tiofénico 6CNO0O7 foi conduzida como etapa fundamental no processo de
desenvolvimento racional de candidatos a farmacos, uma vez que propriedades inadequadas
relacionadas a absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade (ADMET) estao
entre os principais fatores de insucesso durante o desenvolvimento e transi¢ao entre fases pré-

clinicas e clinicas na pesquisa de novos farmacos (WU et al., 2020).

No presente estudo, o 6CNO7 exibiu peso molecular inferior a 500 Da, alinhado as
caracteristicas fisico-quimicas classicas associadas a melhor absor¢do oral e distribui¢ao
tecidual. Na literatura, compostos com peso molecular <500 Da s3o historicamente
correlacionados a maior probabilidade de sucesso em perfis de ADME, uma vez que baseado
na Regra dos Cinco de Lipinski (Ro5) tém maior probabilidade de ser um composto bem

absorvido pelo organismo (BENET et al., 2016; IVANOVIC et al., 2020).

A superficie polar topologica (TPSA) de 64,39 A2 indica que 0 6CNO7 possui polaridade
compativel com absor¢ao oral eficiente e potencial permeabilidade ao sistema nervoso central
(SNC), pois valores de TPSA <140 A? estdo fortemente associados a absor¢do intestinal e
valores <90 A2 favorecem a penetragdo da barreira hematoencefalica (BBB), ou seja, quanto
maior a superficie, maior a dificuldade em ultrapassar a barreira hematoencefilica,
caracteristica nao vista no derivado do presente estudo e, portanto, favoravel a agao no SNC.
Corroborando esse achado, a relacdo equilibrada entre doadores e aceptores de ligagdes de
hidrogénio reforga esse perfil, apontando para uma molécula suficientemente permeavel, sem
a polaridade excessiva que comprometeria sua difusibilidade entre membranas (JANICKA et

al., 2024).

O valor de LogP consensual para o derivado tiofénico foi de 5,08. Esse parametro avalia
a quao lipofilica e o valor obtido ¢ indicativo de que a molécula parece ser dotada de
lipofilicidade relativamente elevada, o corrobora com a hipdtese de que o 6CNO7 apresenta boa
permeabilidade através de membranas bioldgicas e distribui¢ao em compartimentos lipidicos,

mas simultaneamente pode limitar a solubilidade em meio aquoso (DAINA et al., 2017).

No que tange ao efeito do 6CNO7 no SNC, as predi¢cdes geradas pela plataforma
PhaKinPro indicaram que o composto possui elevada probabilidade de apresentar efeito no

sistema nervoso central. Esse resultado sugere que o perfil estrutural do derivado tiofénico
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apresenta boa previsibilidade do comportamento farmacocinético para o SNC, baseado em

bancos de dados farmacocinéticos ja registrados (RATH et al., 2024).

A plataforma PhaKinPro também indicou que o derivado tiofénico apresentou
permeabilidade a barreira hematoencefalica (BHE) de 62,0%, situada dentro do dominio de
aplicabilidade do modelo escolhido, indicando que o composto parece ser capaz de se difundir
através da barreira hematoencefalica. Esse achado, entretanto, ¢ divergente em relagdo a
predi¢cdo realizada pelo SwissADME, que indicou uma auséncia de permeabilidade frente a
BHE. Essa discrepancia pode ser justificada devido a natureza dos algoritmos aplicados em
cada software. O SwissADME utiliza o0 modelo BOILED-Egg que impde um limite de corte
rigoroso baseado na lipofilicidade quando Log P > 5,0. Por outro lado, o PhaKinPro adota uma
abordagem multivariada que considera relagdes estruturais e o nticleo tiofeno (RATH et al.,
2024). Diante deste cenario contraditorio, o valor de TPSA obtido se torna um descritor critico,
por estar significativamente abaixo do limiar de 70 — 90 A% Ele fundamenta a viabilidade
termodinamica da difusdo passiva através da BHE vista em ambos os softwares. A penalizagao
imposta pelo SwissADME devido ao LogP elevado reflete uma cautela do modelo quanto a
solubilidade, mas ndo necessariamente a capacidade intrinseca de permeacgao (DAINA et al.,
2017). Logo, os efeitos farmacoldgicos observados nas metodologias in vivo resolvem o
conflito, validando a acuracia do PhaKinPro e confirmando que as caracteristicas lipofilicas do

6CNO07, embora elevadas, sdo compativeis com a difusibilidade na BHE.

Com relag@o ao metabolismo, a predicao de inibicao das isoformas do citocromo P450
(CYPIA2, CYP2C19 e CYP2C9) sugere um possivel risco de interagdes medicamentosas,
quando utilizado concomitantemente com farmacos metabolizados por essas enzimas. Em
contrapartida, a auséncia de inibicdo das isoformas CYP2D6 e CYP3A4 sdo achados
especialmente relevantes dada a ampla participacio do CYP3A4 no metabolismo de
xenobidticos, uma vez que aproximadamente 65% dos fdrmacos aprovados pelo FDA sao
substrato, 30% inibidores e 5% indutores da CYP3A4 (HAKKOLA et al., 2020). Esses
resultados indicam a necessidade de estudos experimentais adicionais para caracterizar melhor

o efeito do 6CNO7 sobre a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo hepatico.

A avaliagdo toxicologica in silico do derivado tiofénico 6CNO7 ndo evidenciou riscos
associados a mutagenicidade, tumorigenicidade, toxicidade reprodutiva ou potencial irritante
nas analises conduzidas pelo OSIRIS Property Explorer. Esse perfil € particularmente relevante

para as etapas iniciais do desenvolvimento de farmacos, principalmente para farmacos
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sintéticos inéditos, nas quais predi¢des negativas para esses endpoints sdo utilizadas como
critérios de priorizacdo de moléculas com maior probabilidade de seguranca pré-clinica
(BENIGNI et al., 2011). De forma complementar, a plataforma StopTox indicou baixo risco de
toxicidade aguda oral e sistémica para o 6CNO7, ainda que com nivel de confianca
intermediario, resultado compativel com as limitagcdes inerentes a modelos QSAR baseados
exclusivamente em descritores estruturais (KHAN et al., 2019). Corroborando com esses
achados, testes de toxicidade oral aguda realizados previamente por nosso grupo (dados nao
publicados) mostraram que a DLso oral do composto foi superior a 2000 mg/kg, sendo
considerado seguro. A convergéncia desses achados com as predi¢des obtidas pelo pkCSM
reforga um perfil seguro para o composto, sustentando a progressao do 6CNO7 para os ensaios

complementares in silico, in vitro € in vivo.

Nesse contexto, a modelagem molecular (docking molecular) ¢ um método in silico
fundamental na pesquisa pré-clinica, pois prevé como as moléculas candidatas se ligam aos
alvos bioldgicos, ajudando a selecionar e otimizar novos candidatos a firmacos e direcionar as
melhores opg¢des para andlises in vivo e in vitro (PINZI and RASTELLI, 2019). Essa ferramenta
¢ indispensavel na quimica medicinal pois auxilia na identificacdo e validagdo de alvos
moleculares, esclarecendo possiveis mecanismos de a¢do por meio da visualizacdo de
interagdes farmaco-proteina através da energia de ligacdo. A validagdo metodoldgica foi
confirmada por redocking, considerado o pilar de validagcdo metodoldgica em ensaios in silico,
uma vez que consiste em um procedimento computacional que mimetiza a realidade bioldgica
ao utilizar alvos estruturalmente estabilizados com seus ligantes co-cristalizados. Para tanto,
utiliza-se os valores de RMSD (Root Mean Square Deviation) que mede distancia média entre
os 4tomos da pose predita e os da estrutura cristalografica original. Valores inferiores a 2 A

asseguram a confiabilidade do protocolo e a reprodutibilidade das poses cristalograficas

(PAGGI et al., 2024).

Dentre os alvos avaliados, 6CN07 demonstrou afinidade de ligacdo para o receptor
GABAA, mesmo que inferior ao diazepam. Esse resultado indicou estabilidade energética no
sitio de ligacdo e sugeriu, desde a etapa preditiva, possivel envolvimento da neurotransmissao
GABA¢érgica no efeito ansiolitico-simile do derivado, como apresentado posteriormente nos
estudos in vivo. Essa diferenca de valores de escore de energia de ligagdo somado a analise dos
mapas de interagdo molecular que revela padroes de interagcdo distintos, sugerem que o
composto-teste ¢ o Diazepam parecem apresentar modos de ligacdo diferentes no receptor

avaliado (BORGHESE et al., 2025; PUTHENKALAM et al., 2016). Essa possibilidade ¢
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corroborada pelo fato do grupamento imina do 6CNO7 apresentar interagdes do tipo hidrogénio
com o residuo Leu223 (2.71 A), além de intera¢des hidrofobicas do tipo m-alquila com os
residuos Pro228, Met227, Leu231 e [le305, e uma interagdo tipo alquila com o residuo Arg284.
Ademais, observou-se uma intera¢do “unfavorable donor-donor” com o residuo Ser280. Em
contraste, ¢ sabido que o padrdo de interacdo do diazepam com o receptor GABAa ¢
caracterizado por interacdes do tipo carbono-hidrogénio com os residuos Thr277 (2.39 A) e
Thr281 (2.40 A), sitio benzodiazepinico do receptor (KIM et al., 2020). A literatura sustenta
essa hipotese, uma vez que compostos podem modular o receptor GABAA por residuos
alternativos, resultando em perfis farmacoldgicos diferenciados e, potencialmente, menor
incidéncia de efeitos adversos associados como sedagdo excessiva e dependéncia,

caracteristicas presentes na classe dos benzodiazepinicos (ZHU et al., 2022).

Na sequéncia, com o objetivo de avaliar a interacdo do 6CN0O7 com alvos moleculares
do sistema serotoninérgico, foi realizado o docking do composto frente aos receptores 5-HT1a
e 5-HT2a e ao transportador VMAT>. Os resultados demonstraram que o 6CNO7 apresentou
afinidade de ligagao inferior, porém estavel, a observada aos ligantes co-cristalizados WAY-
100635 e buspirona, em relacao ao receptor serotoninérgico 5-HTia. Esse resultado levanta a
possibilidade da participagdo do receptor 5-HT1a, no efeito do composto. Por outro lado, os
resultados referentes ao receptor 5-HT24, demonstram que o 6CN07 apresentou score de energia
de ligacdo proximo aos valores observados para cetanserina e maior que a energia do ligante
co-cristalizado psilocina, indicando uma possivel interacdo estrutural energeticamente
favoravel no sitio ortostérico do alvo. Esses achados direcionaram as hipoteses e,
posteriormente, os objetivos deste estudo de que o sistema serotoninérgico, poderia participar
do mecanismo de acdo do derivado tiofénico 6CNO7. A relevancia desses alvos foi
posteriormente corroborada in vivo, uma vez que o antagonismo com cetanserina reduziu
significativamente o efeito ansiolitico observado, indicando relagao funcional com o receptor
5-HTza e a possibilidade de um mecanismo multimodal para o derivado, dada a interacdo

também favoravel com o receptor GABAA.

Ainda sobre a hipotese do envolvimento serotoninérgico no efeito do 6CNO7, foi
investigada a possibilidade do composto interagir com otransportador vesicular de monoaminas
2 (VMAT?,) e, consequentemente, modular a disponibilidade de serotonina na fenda sinéptica.
A predigdo neste alvo revelou que o 6CNO7 apresentou afinidade de ligagdo inferior a do ligante
co-cristalizado cetanserina, mas manteve as interagdes criticas conservadas, como a interagao

n-alquila com Val232 e a interagdo m-anion com Glu312. Esses achados demonstram a
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estabilidade do complexo e a diferenca na energia de ligagcdo pode sugerir que 0 VMAT, pode
estar envolvido também no efeito do derivado aminotiofénico. Esses resultados estdo em
consonancia com estudos prévios que descrevem derivados tiofénicos e 2-aminotiofenos como
scaffolds versateis capazes de estabelecer interacdes hidrofobicas e eletrostaticas relevantes em
alvos do sistema nervoso central, incluindo receptores ionotropicos, metabotropicos e

transportadores (DEEP et al., 2021, THAREJA et al., 2023).

Os receptores 5-HTia e 5-HT2a sdo amplamente expressos em regides corticais e
limbicas, como o cortex cingulado anterior (ACC), o cortex pré-frontal e a amigdala,
desempenhando um papel central na regulacio do humor, do medo e da ansiedade. Sao
considerados naturalmente receptores inibitorios e excitatorios, respectivamente. Entretanto,
sua ativagdo modula comportamentos complexos de forma distinta conforme o circuito
acionado a jusante. Nesse contexto, o0 SHT»a € historicamente um alvo estratégico relevante
terapia ansiolitica e antidepressiva. Enquanto sua ativagdo em interneuronios glutamatérgicos
pode desencadear respostas ansiogénicas, a estimulacdo de interneur6nios GABAérgicos
promove um controle top-down essencial, onde o cortex modula a reatividade da amigdala

frente ao estresse ¢ modulagao do medo (MIRANDA, 2024).

Atualmente, o receptor 5-HT>2a tem sido um alvo de grande interesse clinico, por ser o
principal mediador de efeitos de compostos psicodélicos, como por exemplo da psilocibina e
do LSD. Em ambientes experimentais, a ativagdo do 5-HT.a por esses agentes tem sido
associada a uma reorganizagao das redes neurais e aumento da plasticidade sinéptica, resultando
em melhorias significativas e duradouras em quadros de ansiedade severa e depressao resistente
ao tratamento tradicional (FRYC et al., 2025). Nesse contexto, o composto 6CNO7 emerge
como um candidato promissor, visto que as analises de docking molecular demonstraram que o
6CNO7 possui afinidade de ligagdo pelo receptor 5-HT»4, sugerindo uma ancoragem estavel e

possivel modulagdo serotoninérgica por esse receptor na resposta ansiolitica.

Os resultados obtidos nas metodologias in silico foram importantes para nortearem a
escolha e a realizagdo das metodologias in vivo. Esse procedimento foi realizado visando
correlacionar a participagao dos receptores avaliados nos testes preditivos com os efeitos

comportamentais decorrentes da administragdo oral do 6CNO7 em camundongos.

7

E importante ressaltar que o derivado 6CNO7 foi previamente avaliado quanto a
toxicidade oral e DLso. Os resultados indicaram que o composto, nas condigdes testadas, ndo

apresentou quaisquer sinais de toxicidade, e a dose letal estimada foi maior que 2000 mg/kg.
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Ademais, a analise microscopica de 6rgaos como figado, rins, coragdo e cérebro ndo apresentou
alteragdes. Com base na estimativa da DLso, as doses escolhidas para o desenvolvimento do
presente trabalho corresponderam a 2,5, 5, 10 e 20% da dose letal mediana. Esses dados foram
obtidos através de experimentos prévios realizados pelo grupo de pesquisa, e ainda ndo foram
publicados. Os testes de toxicidade e seguranga sdo vitais na descoberta de fArmacos, pois a
previsao da toxicidade permite evitar efeitos indesejaveis, aumenta a seguranca e reduz o custo
total do desenvolvimento de medicamentos (AMORIM et al.,, 2024). Sendo um teste
indispensavel, a DLso ¢ um dos passos classicos na toxicidade aguda in vivo para compreender
a letalidade e classificar o risco toxicoldgico para danos em o6rgdos-alvo, pois seleciona
compostos mais seguros para iniciar os testes pré-clinicos e guiar quais moléculas devem

avangar nas pesquisas subjacentes (TONHOLO et al., 2023).

Selecionadas as doses, o efeito da administracdo oral do composto 6CNO7 sobre o
comportamento do tipo ansioso foi avaliado, inicialmente, no modelo do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE). Os resultados demonstraram que o composto-teste promoveu aumento
significativo tanto no nimero de entradas quanto no tempo de permanéncia dos animais nos
bracos abertos do LCE, em todas as doses avaliadas, indicando possivelmente um efeito
ansiolitico-simile. E importante destacar que ndo houve relagio dose-efeito, sugerindo que o
efeito maximo do composto parece ocorrer dentro da faixa de doses selecionada, mostrando a

necessidade de mais estudos com doses menores do composto.

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ¢ um teste comportamental amplamente aplicado
na psicofarmacologia como um modelo etologico de exploracdo espontanea e considerado o
teste padrdo-ouro para a investigacao pré-clinica de compostos com efeito ansiolitico-simile,
particularmente semelhantes a acdo de farmacos benzodiazepinicos (PELLOW e FILE, 1986).
O modelo fundamenta-se no conflito inerente de roedores entre a motivagao para explorar um

ambiente novo e o medo aversivo de areas abertas ¢ altas (LISTER, 1987).

Dado que os farmacos pertencentes a classe dos benzodiazepinicos apresentam efeitos
indesejados como seda¢do e diminui¢do coordenacdo motora, ¢ importante investigar a
presenca desses efeitos em testes especificos, uma vez que esses podem mascarar ou confundir
a interpretagdo de um agente ansiolitico do tipo benzodiazepinico. Para tanto, foram aplicados
os testes de Campo Aberto e Rota Rod com o objetivo de avaliar se 0o 6CN07, nas doses testadas,

¢ capaz de diminuir a atividade locomotora e/ou a coordenacdo motora dos animais testados.
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O teste do campo aberto constitui um dos modelos comportamentais mais utilizados
para a avaliacdo da atividade locomotora e exploratoria de possiveis novas substancias com
acao psicotropica (Archer, 1973). Desenvolvido por Hall (1934), o campo aberto foi proposto
para o estudo da emocionalidade em roedores, sendo amplamente empregado em estudos pré-
clinicos na psicofarmacologia. O teste avalia a atividade locomotora e exploratoria geral através
dos parametros de numero de cruzamentos entre os quadrantes (NC), numero de grooming
(comportamento de autolimpeza) e numero de rearing (exploragdo vertical). Uma redugao no
nimero de cruzamentos sugere um efeito sedativo ou depressor do sistema nervoso central. J&
um aumento no nimero de grooming ¢ considerado como comportamento de estresse e/ou
ansiedade, em contrapartida um elevado nimero de rearing € sugestivo de comportamento

ansiolitico para exploragdo do novo ambiente (KRAEUTER et al., 2018).

O NC ¢ considerado um indice de atividade locomotora, enquanto o NR indica nimero
de elevagdes sobre as patas traseiras, como comportamento exploratorio do animal (Costa-
Lotufo et al., 2004). Enquanto que o NG ¢ considerado o comportamento de autolimpeza em
um ambiente novo permite inferir tanto o potencial estimulante ou depressor de uma
determinada substancia, quanto efeitos mais especificos, como aqueles relacionados a atividade

do tipo ansiolitica ou sedativa (Olsen, 2000).

A andlise dos parametros comportamentais no teste campo aberto revelou que o 6CNO7
promoveu aumento da atividade exploratdria geral, evidenciado pelo aumento do nimero de
cruzamentos e de rearing, indicando auséncia de prejuizo motor. Adicionalmente, a reducao do
comportamento de grooming, observada especialmente nas doses intermediarias, pode refletir
diminui¢do do estado de ansiedade basal, uma vez que esse comportamento ¢ frequentemente
associado a respostas de estresse ou medo em roedores. Tomados em conjunto, esses achados
sdo indicativos de um possivel efeito ansiolitico, o que corrobora com os efeitos do composto

observados no LCE.

Complementarmente, o teste do rota-rod ¢ amplamente utilizado para avaliar o efeito
de compostos diversos sobre a coordena¢ao motora e o equilibrio. Nele sdo avaliados o tempo
de permanéncia do animal em uma barra cilindrica em rotagdo constante, além do nimero de
quedas. Um alto nimero de quedas (>3) sinalizam déficits motores ou relaxamento muscular
excessivo, interferindo diretamente no tempo de permanéncia na barra giratéria (DEACON,

2013).
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Nesse teste, o diazepam, em sua maior dose, foi capaz de promover um aumento
significativo no nimero de quedas e, consequentemente, uma redu¢ao do tempo de permanéncia
dos animais na barra giratéria, como descrito na literatura (BAILEY et al., 1996). De maneira
diferente, o 6CNO7 ndo induziu déficits motores nas doses avaliadas, refor¢ando a sua
seguran¢a no que se refere a auséncia de efeito sobre a atividade locomotora e, em especial,
sobre a coordenagao motora. De forma conjunta, esses achados foram primordiais para justificar
a selecdo da dose intermediaria (50 mg/kg) para a realizagdo dos demais testes
comportamentais, por representar uma dose eficaz, segura e farmacologicamente significante

em todos os testes realizados até o momento.

Por conseguinte, com o objetivo de analisar o envolvimento da via GABAérgica no
mecanismo de agdo do 6CNO7, foi realizado o teste de antagonismo com Flumazenil, um
antagonista competitivo de farmacos benzodiazepinicos. Os resultados demonstram que o efeito
ansiolitico-simile induzido pelo derivado tiofénico 6CNO7 foi parcialmente revertido pelo
antagonista, sugerindo que o efeito do composto parece envolver, pelo menos em parte, a
interagdo do derivado aminotiofénico com o receptor GABA. Essa hipotese foi corroborada
pelos estudos in silico que demonstraram que o 6CN0O7 apresenta afinidade de ligagdo ao
receptor, ainda que possivelmente por um modo de interagdo distinto do sitio benzodiazepinico

classico, hipotese compativel com os dados de docking molecular previamente apresentados.

Esses achados foram confirmados posteriormente no modelo da Caixa Claro-Escuro.
Este modelo etoldgico ¢ fundamentado na fobia inata dos roedores por ambientes claros e
abertos. Diferentemente do LCE, que ¢ considerado um modelo padrdo-ouro para a triagem de
farmacos benzodiazepinicos, a caixa claro-escuro demonstra uma sensibilidade farmacologica
mais ampla, sendo muito aplicada na prospeccao de compostos com efeito ansiolitico que
envolva o sistema serotoninérgico (BOURIN, 2003). Nele, os parametros avaliados consistem
no numero de entradas no compartimento claro e o tempo de permanéncia nesse compartimento,

que se mantém constantemente iluminado.

Os resultados obtidos no modelo da CCE mostraram que o 6CN07 aumentou tanto o
numero de entradas, quanto o tempo de permanéncia dos animais no compartimento claro. Esse
efeito também foi parcialmente revertido pelo flumazenil, reforcando o envolvimento da
neurotransmissdo GABAérgica em diferentes paradigmas comportamentais. Os achados
anteriormente descritos sdo compativeis, com o estudo de Fortes e colaboradores (2013), que

demonstraram o envolvimento da via GABAérgica no efeito ansiolitico-simile derivado 2-
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aminotiofénico 5TIO1 quando aplicados os mesmos testes etologicos para essa classe de
compostos (FORTES et al., 2013a). esses achados reforcam, ainda mais, os resultados obtidos

nos testes in vivo € in silico.

Além do receptor GABAAa, os estudos in silico também apontaram uma interagao
favoravel entre o composto 6CNO7 e o receptor 5-HT2a. Para confirmar esse achado, foi
realizado o teste de antagonismo com cetanseria, um antagonista competitivo do receptor 5-
HT:a. Para tanto, os animais tratados foram submetidos aos modelos do LCE ¢ CCE, como
discutidos previamente. Os resultados demonstram que, nos dois modelos estudados, o efeito
ansiolitico-simile do 6CNO7 foi antagonizado pelo pré-tratamento com cetanserina, sugerindo

o envolvimento da via serotoninérgica na acdo do composto.

No teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), a buspirona apresentou o perfil esperado
de aumento nos parametros ansioliticos, efeito que foi completamente revertido pelo pré-
tratamento com cetanserina, validando o modelo experimental para investigagdo da sinalizacao
serotoninérgica. De maneira semelhante, o 6CN0O7 promoveu aumento significativo do nimero
de entradas e do tempo de permanéncia nos bragos abertos, efeitos que foram significativamente
reduzidos com o bloqueio dos receptores 5-HT», sugerindo que a ativagdo dessa via contribui

de forma critica para o seu mecanismo de agao.

O mesmo padrio de antagonismo foi reproduzido no teste da Caixa Claro-Escuro
(CCE), no qual a cetanserina reduziu de maneira abrupta os efeitos da buspirona e do 6CN0O7
sobre os parametros de exploracdo do compartimento claro, corroborando a participagdo
serotoninérgica em diferentes paradigmas comportamentais de ansiedade. Essa interpretagao ¢é
corroborada pelos dados de docking molecular, que indicaram afinidade favoravel do 6CNO7
por alvos serotoninérgicos e gabaérgicos, sustentando a hipotese de que o composto atue como

modulador funcional dessas vias.

Compostos ansioliticos com modulagao da via serotoninérgica, como ISRS, IRSN e o
agonista parcial 5-HTa, buspirona, sdo frequentemente aplicados no tratamento da ansiedade
pois promovem aumento da disponibilidade de serotonina ou ativagao direta de receptores 5-
HTia. Em modelos comportamentais como o labirinto em cruz elevado (LCE) e a caixa claro-
escuro (CCE), esses farmacos promovem aumento do tempo e da exploracdo em areas que
seriam naturalmente aversivas, como os bragos abertos ou compartimento claro, sugerindo um
possivel efeito ansiolitico nos roedores submetidos. Enquanto ISRS e IRSN frequentemente

dependem de administragdo repetida para expressdo plena dos efeitos, a buspirona apresenta
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acdo direta sobre receptores serotoninérgicos, reforcando o papel da neurotransmissdo
serotoninérgica na modulagdo do comportamento tipo-ansioso neste tipo de teste (GRIEBEL et

al., 1997b; BORSINI et al., 2002).

Em conjunto, os achados acima descritos indicam que o efeito ansiolitico-simile do
6CNO7 parece resultar de um mecanismo multimodal que envolve a participagao dos receptores
GABAA4 e 5-HT2a. Esse ¢ um achado relevante visto que os fArmacos atualmente disponiveis
para o tratamento dos transtornos de ansiedade atuam por uma via de neurotransmissao apenas:
os benzodiazepinicos, como o diazepam, exercem seus efeitos ao modularem alostericamente
o receptor GABAA, os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina, como a sertralina e
fluoxetina, exercem seu efeito aumentando a concentracdo sindptica de serotonina e, a
buspirona, promove seu efeito ao atuar como agonista parcial de receptores 5-HT1a. € sabido
que o receptor 5-HT2a desempenha um papel fundamental na neurobiologia da ansiedade e da
depressao, dada sua distribuigdo cortical e limbica. Sua ativagdo modula a excitabilidade
neuronal, bem como o balango entre neutransmissdo excitatoria e inibitdria, dependendo dos
interneuronios envolvidos (FRYC et al., 2025). Nesse contexto, o 6CNO7 ao agir em dois
sistemas de neurotransmissdo distintos, € igualmente relevantes para a neurobiologia da
ansiedade, pode ter seu efeito ansiolitico-simile em detrimento de uma acdo sinérgica que

envolve a interacdo do composto com os receptores GABA4 e 5-HTza.

Ademais, dando continuidade na investigagao do efeito ansiolitico-simile do 6CNO07, foi
realizado o modelo farmacologico de inducdo de comportamento tipo-ansioso com
pentilenotetrazol (PTZ). O PTZ é quimicamente classificado como um derivado tetrazolico e
atua como um potente antagonista ndo competitivo de receptores GABA, uma vez que se liga
ao canal do ion cloreto e bloqueia a condutancia necessaria para levar a hiperpolarizagao celular
e efeito inibitério (JUNG et al., 2002) Além do PTZ, h4 outros compostos como as beta-
carbolinas, que promovem comportamentos do tipo ansioso, ao atuarem como agonistas

inversos do receptor GABAA no hipocampo e amigdala (WEI et al., 2022).

O PTZ ¢ amplamente utilizado como agente pro-convulsivante por reduzir a
neurotransmissao GABAérgica e, consequentemente, induzir hiperexcitabilidade neuronal,
além de promover desequilibrio redox e disfun¢do mitocondrial, condi¢des frequentemente
associadas tanto as epilepsias quanto aos transtornos de ansiedade. Dado seu mecanismo de

acdo dose-dependente, em doses baixas (30 mg/kg) o PTZ ¢ empregado como indutor de
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comportamento do tipo ansioso e, em doses mais altas, como pré-convulsivante (MONTEIRO

et al., 2024).

Nesse contexto, foi avaliado o efeito ansiolitico-simile do 6CNO7 frente a inducao
farmacologica de comportamento do tipo ansioso induzido por PTZ. Os resultados
demonstraram que a administracdo de PTZ promoveu uma série de alteragdes nos pardmetros
comportamentais avaliados no LCE e CCE, indicativos de um efeito ansiogénico. De maneira
contraria, o pré-tratamento com 6CNO7 preveniu as alteragdes comportamentais induzidas por
PTZ, nos dois modelos avaliados. Este efeito pode ser decorrente, como mostrado pelas
metodologias in silico e in vivo, da interagdo do composto teste com o receptor GABAA,
molécula-alvo da agcdo do PTZ. Dessa forma, esse ¢ mais um dado que corrobora com o efeito
ansiolitico-simile do derivado aminotiofénico, desta vez, observado em um modelo quimico de

inducdo de comportamento do tipo ansioso.

O PTZ, além de induzir alteragdes no comportamento do animal, também desenvolve
dano neural uma vez que atua na ruptura entre o equilibrio de neurotransmissao excitatoria e
inibitdria. Ao bloquear os receptores tipo GABA 4, o tonus inibitério basal é reduzido e, como
consequéncia, tem-se uma ativagao dos receptores ionotropicos do glutamato no neurdnio pos-
sinaptico. Essa ativagdo promove um aumento rapido da condutincia ao ion sodio, mediada
inicialmente pelos receptores AMPA e cainato e, posteriormente, pelo receptor NMDA. Com
1$s0, ocorre também um aumento exacerbado da condutancia ao ion cacio. O acumulo de calcio
citosolico ¢ papel chave para promover a excitotoxicidade glutamatérgica, uma vez que o ion
ativa enzimas citosolicas, como fosfolipases, proteases e a isoforma indutivel do 6xido nitrico
sintase (iNOS). A ativagdo da iNOS leva a producdao de 6xido nitrico que, a posteriori, €
utilizado na geragdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNS). E importante ressaltar que,
durante a excitotoxicidade glutamatérgica as espécies reativas de oxigénio (EROS) também sio
formadas e, juntamente com as ERNS, promovem estresse oxidativo (MONTEIRO et al.,

2024).

De modo a investigar como o tratamento com o 6CNO7 responderia ao estresse
oxidativo provocado pelo PTZ, os encéfalos dos animais utilizados nos experimentos foram
dissecados e os hipocampos extraidos para a quantificagdo de marcadores nao enzimaticos do

estresse oxidativo, a saber: malondialdeido (MDA), nitrito e glutationa reduzida (GSH).

Sabe-se que o estresse oxidativo é um ponto crucial em um cérebro ansioso, inclusive

em modelos animais que mimetizam os transtornos de ansiedade, alterando o sistema redox,
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principalmente no hipocampo e no cortex cerebral (RAMMAL et al., 2008). Inicialmente foi
observado que que os grupos tratados isoladamente com PTZ apresentaram uma reducao
significativa na concentracdo de GSH e o pré-tratamento com o derivado aminotiofénico foi
capaz de reestabelecer a concentragdo do marcador, corroborando com o fato de que o modelo
experimental adotado pode desencadear um desequilibrio redox e consequente consumo de
antioxidantes endogenos no SNC (AKINDUKO et al, 2024). Diante disso ¢ importante
enfatizar que o tratamento prévio com o 6CNO7 foi capaz nao apenas de prevenir a deplecao de
GSH, mas também de elevar os niveis desse marcador acima daqueles observados no grupo
veiculo, sugerindo que o composto testado apresenta efeito antioxidante que parece decorrer de
um aumento da producdo de antioxidantes endogenos. Esse achado ¢ particularmente relevante,
uma vez que a manutengdo dos niveis de GSH ¢ considerado um fator critico para a
neuroprote¢do frente a estimulos excitatorios induzidos pelo PTZ (AKDOGAN; YONGUC,
2011; MONTEIRO et al., 2024).

A dosagem de nitrito, um marcador indireto da producao de 6xido nitrico e de nitrosacdo
tecidual, revelou que a administracdo de PTZ causou um aumento na concentragdo hipocampal
desse marcador, mas o pré-tratamento com 6CNO7 nao foi capaz de prevenir tal fenomeno. Esse
resultado pode ser um indicativo de que o efeito antioxidante do composto parece estar mais
relacionado ao aumento da produg¢do de moléculas endogenas com capacidade antioxidante,
como o GSH, do que em neutralizar as espécies reativas de nitrogénio formadas durante o

processo. Dito isso, s3o necessarios mais testes que comprovem a veracidade dessa hipdtese.

Por fim, foi realizada a andlise da peroxidagdo lipidica por meio da quantificacdo de
malonialdeido (MDA), produto da peroxidagao lipidica, resultado da reagdo entre fosfolipideos
de membrana e radicais livres gerados durante o estresse oxidativo (KROLOW et al.,, 2014).
De acordo com os resultados, ndo foi evidenciado um aumento na concentragdo do marcador
nos grupos expostos ao PTZ. Isso pode ser decorrente de limitagdes temporais do modelo
experimental, que emprega uma metodologia aguda, e o pico de formagdo das substancias
reativas ao acido tiobarbittirico pode ocorrer em periodo de tempo mais longo. Esses achados
corroboram em parte com o trabalho de Fortes e colaboradores (2013) que analisaram a
atividade antioxidante do derivado 2-aminotiofénico STIO1 através da peroxidagdo lipidica,
niveis de 6xido nitrico e outros marcadores do estresse oxidativo. De forma integrada, o perfil
observado sugere que o principal efeito do 6CNO7 esta associado a preservagdo do sistema

glutationa, mecanismo amplamente descrito como central na prote¢cdo neuronal (AOYAMA,
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2021), e que pode contribuir para os efeitos comportamentais observados, sugerindo a hipotese

de um papel neuroprotetor e ansiolitico-simile do composto.

Tomados em conjunto, os resultados obtidos nas dosagens bioquimicas de nitrito, GSH
e MDA dificultam a realizacdo de uma analise mais robusta acerca do efeito antioxidante da
molécula teste. Esse fato pode ter ocorrido em fungao de o estimulo com pentilenotetrazol nao
ter sido forte ou duradouro o suficiente para gerar uma resposta pro-oxidante capaz de alterar
significativamente a concentragdo de MDA, ou ao fato de o 6CNO7 apresentar um efeito
antioxidante mais limitado ao aumento da producao de antioxidantes enddgenos, como a GSH,
e ndo a neutralizagdo das espécies reativas de nitrogénio e/ou oxigénio. Diante dessa limitacao,
¢ imperativa a realizagdo de outras metodologias que possibilitem uma melhor compreensao do
efeito do 6CNO7 frente ao estresse oxidativo relacionado ao comportamento tipo ansioso no

modelo utilizado.

Para melhor esclarecer e comprovar o efeito neuroprotetor anteriormente suscitado, o
6CNO7 foi testado em cultura primaria de células da glia, isoladamente ou na presenca de
glutamato em concentragdes toxicas. Inicialmente, os resultados obtidos demonstraram que o
6CNO7 isoladamente, em concentragdes inferiores a 20 uM, ndo comprometeu a viabilidade
células gliais, reforcando seu perfil neuroprotetor nas concentracdes testadas. Por outro lado, a
exposi¢ao das culturas a concentragdes de glutamato superiores a 1 mM promoveu uma redugao
significativa da viabilidade celular, compativel com o estabelecimento de um quadro de
excitotoxicidade, caracterizado por sobrecarga metabolica, disfungdo mitocondrial e ativacao
de vias pro-oxidantes, mecanismos amplamente descritos na literatura (HAROON et al., 2016;
NASIR et al., 2020; NICOSIA et al., 2024). Em contraste, o tratamento concomitante com o
6CNO7, especialmente na concentracao de 0,1 uM, foi capaz de atenuar de forma significativa
a perda de viabilidade induzida pelo glutamato, sugerindo um efeito citoprotetor associado
possivelmente a preservacao da atividade astrocitdria e mitocondrial. Esse achado ¢ refor¢ado
pela analise morfoldgica, na qual se observa manutencao da integridade celular e da rede glial
nas culturas tratadas com 6CNO7 em associacao ao glutamato, em oposi¢ao ao aspecto retraido,
picnético e desorganizado observado no grupo exposto apenas ao estimulo excitotoxico. Do
ponto de vista mecanistico, a capacidade do 6CNO7 de modular a resposta glial a
excitotoxicidade pode estar relacionada a sua acao indireta sobre vias associadas ao estresse
oxidativo, a homeostase redox e a fun¢do mitocondrial, processos nos quais os astrocitos
desempenham papel central ao regular a captacdo de glutamato e a protecdo neuronal

(MAHMOUD, et al., 2019; ZHOU et al., 2023). Esse perfil é coerente com estudos prévios que
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descrevem derivados tiofénicos como scaffolds capazes de exercer efeitos no Sistema Nervoso

Central como anticonvulsivante, ansiolitico e antipsicotico (CHAWLA, et al., 2023).

Tomados em conjunto, os dados obtidos através das metodologias aplicadas neste
trabalham sugerem que o composto 6CNO7 apresenta um importante potencial farmacolédgico
como agente ansiolitico, cujo efeito parece decorrer, pelo menos em parte, de sua interagdo com
os sistemas GABAérgico e serotoninérgico, do aumento da producdo de compostos
antioxidantes endogenos e consequente efeito neuroprotetor. Esses achados abrem varias
perspectivas de estudos que permitam o melhor entendimento dos mecanismos anteriormente
citados, bem como a investigagdo de outros mecanismos associados, como a neuroinflamagao,
por exemplo. Além disso, esses resultados sugerem que o 6CNO7 também possa apresentar

efeito em outros transtornos neuropsiquiatricos, como os transtornos de humor e as epilepsias.
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CONCLUSOES




9 CONCLUSOES

As andlises in silico indicaram que o composto possui caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas compativeis com farmacos de agao central, além de interagdes favoraveis com
alvos envolvidos no tratamento dos transtornos de ansiedade, com destaque para receptores

GABAA4 e 5-HToa.

Nos estudos in vivo, o 6CNO7 promoveu efeito ansiolitico-simile em camundongos
submetidos aos testes comportamentais, sem induzir prejuizo locomotor ou déficit de
coordenagdo motora, efeitos comumente observados com os farmacos benzodiazepinicos. A
investigacdo farmacologica demonstrou que esse efeito parece envolver os sistemas de
neurotransmissao GABAérgico, e serotoninérgico, corroborando com os dados de docking

molecular.

Nos testes in vitro, o 6CN0O7 aumentou o conteudo hipocampal de GSH em um modelo
de comportamento tipo-ansioso induzido por PTZ, mas ndo foi capaz de neutralizar espécies
reativas de nitrogénio formadas no processo. Esse perfil sugere que o efeito antioxidante do
composto parece estar mais relacionado ao aumento da produgao de compostos antioxidantes

endogenos do que seu efeito sobre a formagao de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio.

Por fim, o derivado tiofénico contribuiu para a preservagao da viabilidade celular glial
frente a concentragdes neurotoxicas do glutamato, sugerindo um efeito neuroprotetor que
parece depender de uma acao indireta sobre vias associadas ao estresse oxidativo, a homeostase

redox e a funcdo mitocondrial.

De forma integrada, os resultados permitem concluir que o 6CN0O7 apresenta um
mecanismo de acao multimodal, envolvendo a modulagao de duas vias de neurotransmissao
distintas, preservacao parcial da homeostase redox e manutencao da integridade celular, o que
sustenta seu potencial como candidato para o desenvolvimento de novas abordagens
terap€uticas no tratamento dos transtornos de ansiedade e, possivelmente, demais transtornos

neuropsiquiatricos.
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