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“A ciéncia nunca resolve um problema sem
criar pelo menos outros dez’. (GEORGE
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RESUMO
A dor trigeminal (DT), caracterizada como dor do tipo neuropatica, afeta significativamente a
qualidade de vida do paciente, devido ndo s6 a sua propria condi¢ao, mas aos efeitos colaterais
dos varios farmacos utilizados no seu controle. A DT apresenta diferentes etiologias e
caracteristicas, o que dificulta o seu tratamento, em muitos casos, resultando em apenas um
alivio parcial da dor. Os produtos naturais, a exemplo do carvacrol (CV), tém se mostrado uma
fonte promissora no tratamento da dor. O presente estudo objetivou executar triagem virtual da
bioatividade e simula¢des de docking molecular de andlogos do CV sobre receptores da
colecistocinina (CCK) visando a modulagdo da dor trigeminal. Para tanto, inicialmente, foi
realizada uma triagem virtual da bioatividade do CV e seus derivados sintéticos CV aldeido,
CV Base de Schiff (BSCV) e Complexo Base de Schiff — Cobre (BSCu?") para correspondente
a combinacdo de até 20 conformagdes mais estaveis do composto de entrada e das 20
conformacgdes mais estaveis depositados na base de dados do European Molecular Biology
Laboratory (ChEMBL) que apresentam atividade bioldgica conhecida frente a Mus musculus e
Rattus norvegicus. Em seguida, procedeu-se estudo de absorcao, distribui¢ao, metabolismo e
excrecdo (ADME); andlises de potencial de lipofilicidade molecular; analises de MPO e
eficiéncia lipofilicidade-metabolismo (LipMetE); e predi¢do do sitio de metabolismo e
toxicidade aguda para M. musculus e R. norvergicus. Por fim, realizaram-se simulacdes de
docking molecular tendo como alvos receptores de CCK; e CCKa. A avaliagdo virtual das
estruturas revelou que os anédlogos sintéticos do CV té€m potencial promissor para o tratamento
de distarbios periféricos e neurais, devido a sua semelhanga estrutural com outros compostos
que afetam os receptores CCK; e CCK; no sistema nervoso central (SNC) e periférico. Além
disso, a andlise ADME, com foco na MPO, indicou uma distribuicdo abrangente dessas
substancias pelo SNC e periférico, especialmente o BSCu?*, que demonstrou uma correlacao
mais favoravel entre as propriedades farmacocinéticas e a seguranca da atividade no SNC. No
entanto, BSCV apresentou alta permeabilidade passiva e um amplo volume de distribui¢do no
cérebro. Apesar disso, esse ligante também mostrou uma interagdo farmacodindmica mais
positiva com o receptor CCKo», o que o torna promissor para o tratamento da dor cronica. Com
base nos dados coletados, ¢ proposta a hipotese de que os anédlogos sintéticos do carvacrol,
BSCu** e BSCV, potenciais antagonistas de receptores CCK», presente nos neurdnios dos
ganglios trigeminal e espinhal, podem competir com a CCK, aumentando o efeito dos opioides
no manejo da dor trigeminal. Embora esta hipotese permaneca sem uma resposta definitiva, os
resultados obtidos por modelagem computacional abrem novos caminhos para entender os

potenciais mecanismos de a¢ao dos analogos do carvacrol na modulacdo da dor trigeminal,



fornecendo insights para pesquisas em modelos animais, destinadas a validar a presente

proposigao.

Palavras-chave: Dor Cronica; Dor Orofacial; Manejo da Dor; Receptores da Colecistocinina;

Simula¢do de Acoplamento Molecular.



ABSTRACT

Trigeminal pain (TP), characterized as neuropathic pain, significantly affects the patient's
quality of life due not only to its inherent condition but also to the side effects of various drugs
used in its management. TP presents different etiologies and characteristics, complicating its
treatment and often resulting in only partial pain relief. Natural products, such as carvacrol
(CV), have shown promise in pain management. This study aimed to perform virtual screening
of bioactivity and molecular docking simulations of CV analogs on cholecystokinin (CCK)
receptors, targeting the modulation of trigeminal pain. Initially, a virtual screening of the
bioactivity of CV and its synthetic derivatives, CV aldehyde, CV Schiff base (BSCV), and
Schiff base-Copper Complex (BSCu?"), was conducted. This screening corresponded to the
combination of up to 20 of the most stable conformations of the input compound and the 20
most stable conformations deposited in the European Molecular Biology Laboratory
(ChEMBL) database, which exhibit known biological activity against Mus musculus and Rattus
norvegicus. Subsequently, an absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME)
study was carried out, including analyses of molecular lipophilicity potential, MPO and
lipophilicity-metabolism efficiency (LipMetE) analyses, and prediction of the site of
metabolism and acute toxicity for M. musculus and R. norvegicus. Finally, molecular docking
simulations were performed targeting CCK; and CCK; receptors. The virtual evaluation of the
structures revealed that synthetic CV analogs have promising potential for treating peripheral
and neural disorders due to their structural similarity to other compounds affecting CCK; and
CCK; receptors in the central (CNS) and peripheral nervous systems. Additionally, the ADME
analysis, focusing on MPO, indicated a comprehensive distribution of these substances
throughout the CNS and peripheral nervous systems, particularly BSCu?*, which showed a more
favorable correlation between pharmacokinetic properties and CNS activity safety. However,
BSCV exhibited high passive permeability and a broad volume of distribution in the brain.
Despite this, this ligand also demonstrated more positive pharmacodynamic interaction with
the CCK: receptor, making it promising for chronic pain treatment. Based on the collected data,
it is hypothesized that synthetic carvacrol analogs, BSCu?*" and BSCV, as potential CCK>
receptor antagonists present in the neurons of trigeminal and spinal ganglia, can compete with
CCK, enhancing the effect of opioids in trigeminal pain management. Although this hypothesis

remains unresolved, the results obtained through computational modeling open new avenues



for understanding the potential mechanisms of action of carvacrol analogs in modulating
trigeminal pain, providing insights for research in animal models aimed at validating this

proposition.

Keywords: Chronic Pain; Facial Pain; Pain Management; Cholecystokinin Receptors;

Molecular docking simulations.
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1 INTRODUCAO

A dor trigeminal na regido da cabeca e pescoco € decorrente de doencas ou
anormalidades em tecidos moles ou mineralizados da cavidade bucal e da face. As dores que
acometem a face podem estar relacionadas a  diversas patologias como: disfun¢do
temporomandibular (DTM), neuralgia do trig€émeo, sindrome da ardéncia bucal, odontalgias,
doenca periodontal, infeccdes buco-dentais e cancer (Siqueira, 2006).

Segundo Williams et al. (1995), o nervo trigémeo, é o mais afetado em relacdo a
dor orofacial. A via trigeminal conduz as informag¢des dolorosas provenientes da regido
orofacial através de impulsos aferentes desencadeados pela despolarizacdo de fibras nervosas
periféricas trigeminais, onde os neurdnios denominados pseudounipolares, cujo corpo celular
se localiza no ganglio trigeminal, realizam sua primeira sinapse no tronco encefalico, na regido
do subnicleo caudal do trigémeo (Goellner; Rocha, 2020).

A dor neuropatica orofacial pode alterar as funcdes estomatogndticas e, uma vez
comprometida uma ou mais fungdes, ocorre a falta de equilibrio no sistema, o que pode ser
traduzido na limitagdo da motricidade orofacial de fun¢gdes como mastigacado, degluti¢io e fala
(Rao et al., 2016). Com isso, o paciente pode desenvolver quadros de caquexia, baixa interagcdo
social, ansiedade e depressao, reduzindo a sua qualidade de vida, mesmo em quadro de dor leve
ou moderada (Ye et al., 2011; Epstein; Miaskowski, 2019). Em caso de pacientes oncologicos,
a dor ¢ um fator que merece atencdo por estar presente em 75 a 90% dos casos no estiagio
terminal (Guerrero et al., 2008).

As estruturas anatomo-funcionais da face sofrem alteragdes diante de patologias
como tumores localizados na cavidade bucal, sejam na maxila, mandibula, bochecha,
orofaringe, nasofaringe e glandulas salivares, as quais provavelmente aumentardo o risco de o
paciente desenvolver dor neuropdtica, seja por conta do estdgio do tumor ou do tratamento
realizado para controle ou cura da doenca (Leoncini et al., 2014).

Estudos demonstram que no cancer de células escamosas (CCE) oral, por exemplo,
o indice de resisténcia a opioides e a prevaléncia de dor sdo maiores quando comparados aos a
outros canceres como o de mama e pancreas, o que torna a eficicia dos cuidados paliativos
ainda mais prejudicada, podendo levar, inclusive, a caquexia (Connelly; Schmidt, 2004; Scheff
etal.,2017;Ye et al., 2011).

Os opioides podem reduzir a dor durante o uso de curto prazo para o tratamento da

dor neuropdtica cronica; no entanto, as evidéncias clinicas sao insuficientes para determinar se
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o alivio da dor ¢ significante e se a terapia com opioides a longo prazo melhora a funcio ou a
qualidade de vida dos pacientes (Dowell; Haegerich; Chou, 2016).

Uma conexao entre dor neuropdtica e receptores da colecistocinina (CCK) tem sido
estudadas por pesquisadores, com o objetivo de descobrir novos alvos terapéuticos que possam
desempenhar um importante papel na modulacao da dor. A colecistocinina € um neuropeptideo
que, além de suas fun¢des digestivas, atua no sistema nervoso central e periférico influenciando
processos de dor (Yang et al., 2018).

Os receptores da colecistocinina (CCK), CCKj-R e CCK»>-R, sdo importantes
receptores hormonais peptidicos neuro intestinais € desempenham um papel vital na ingestdao
alimentar e na regulacdo do apetite (Zhang et al., 2021). Foi demonstrado que os receptores
CCK; sdo expressos em uma percentagem substancial em neurdnios ganglionares da raiz dorsal
em todos os niveis da coluna vertebral, e que a CCK pode antagonizar a analgesia promovida
por opioides ao nivel do préprio neurénio aferente primario (Ghilardi et al., 1992). Isso porque
a CCK pode neutralizar o efeito da ativagdo do receptor opioide no influxo e captagio de Ca**
(Wang et al., 1989, Wang; Ren; Han, 1992, Wang; Han, 1990). Se tal interacdo ocorrer em
células que possuem receptores opioides e CCK, o resultado ¢ uma diminuicdo do efeito
induzido pelos opioides. Isto é apoiado pela distribui¢do semelhante de receptores opioides e
CCK em vdrias dreas do Sistema Nervoso Central (SNC) importantes para a analgesia com
opioides (Wiesenfeld-Hallin et al., 1999).

Em um estudo conduzido por Yang et al. (2018), foi observado que a ativagao do
receptor de CCK; pelo octapeptideo de colecistocinina (CCK-8) tem o efeito de inibir a
analgesia causada por opioides. O uso prolongado de opioides resulta em um aumento nos
niveis de CCK-8, o que intensifica sua oposi¢do a analgesia provocada por opioides. Além disso,
foi constatado que os peptideos CCK e opioides compartilham vias neurais semelhantes em
todo o SNC, desde a medula espinhal, onde desempenham um papel na percepcao da dor, até
regides do sistema limbico, como o hipocampo e o cortex pré-frontal, onde influenciam
processos como ansiedade, depressao, aprendizagem e memoria. As evidéncias sugerem que
tanto a CCK quanto os peptideos opioides atuam antagonicamente para modular tanto a
sensa¢do de dor e emog¢do quanto fungdes cognitivas e motoras. Assim, a hipétese de que um
antagonista de CCK pode ter influéncia para uma melhor acdo farmacoldgica de opioides no
tratamento da dor trigeminal se torna factivel.

A utilizagdo de plantas com fins medicinais ¢ uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade, por apresentarem uma rica variedade estrutural e extensa

propriedade farmacologica. Aproximadamente 80% da populagdo utiliza medicamentos a base
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de produtos naturais para o alivio de alguma sintomatologia desagradavel. Atualmente cerca de
40% de todos os farmacos da medicina moderna apresentam em sua composi¢do produtos
naturais, seja de uma forma direta ou indireta (Guerra; Norradi, 2003). O carvacrol, um
monoterpeno oriundo do metabolismo secunddrio de alguns vegetais, possui importantes
propriedades anti-hipernociceptivas e anti-inflamatéria (Guimaraes et al., 2012). A inibi¢do da
producdo de citocinas pré-inflamatérias TNF-a e da inibi¢do da liberagao de 6xido nitrico (NO)
parece ser um evento chave para a qualificacdo da atividade anti-inflamatéria do carvacrol,
assim, o composto € um candidato em pesquisas que visam o tratamento de condicdes dolorosas
associadas a inflamacao (Guimaraes et al., 2010, 2012). Em relagdo a sua atividade analgésica,
o carvacrol bloqueia reversivelmente a excitabilidade e a condugdo nervosa em neurdnios
periféricos de maneira dependente da concentracdo. O bloqueio da excitabilidade neuronal
induzido pelo monoterpeno ocorre sem alterar o potencial de repouso e/ou a resisténcia de
entrada. Assim, esse efeito € o resultado da inibicdo direta da corrente de sddio dependente de
voltagem, o que sugere sua atuagdo como anestésico local (Joca et al., 2012).

Mesmo com essas evidéncias, nao foi verificado na literatura nenhum estudo sobre
o mecanismo de acdo do carvacrol sobre receptores CCK. Ademais, sabe-se que a producao de
compostos derivados de substancias naturais, a exemplo do carvacrol, pode oferecer
perspectivas promissoras para o desenvolvimento de novos tratamentos contra doencgas
humanas, ao modificar suas propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas (Suntres; Coccimiglio;
Alipour, 2015; Sykuta et al., 2023). Assim, o objetivo principal do presente estudo foi executar
uma triagem virtual da bioatividade e simulacdes de docking molecular de andlogos do

carvacrol sobre receptores da colecistocinina visando modulacio da dor trigeminal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Organizacao basica do sistema trigémeo

O nervo trigémeo, classificado como um nervo misto, é o quinto par dos doze nervos
cranianos € desempenha um papel crucial na transmissdo de sinais sensoriais € motores de
estruturas faciais, contribuindo significativamente em fung¢des diarias, incluindo a transmissao
de estimulos dolorosos, percepgao tatil facial e mastigacdo (Libreros-Jiménez et al., 2013).

As fibras do trigémeo fornecem inervacao sensorial geral as estruturas da cabecga, exceto
as regides occipital e retroauricular, que recebem inervacdo de ramos do plexo cervical e do
nervo facial (VII nervo craniano) (Rivera, 2011). Os neurdnios sensitivos formam os trés ramos
ou divisdes do nervo trigémeo: oftdlmico (V1), maxilar (V2) e mandibular (V3) (Figura 1). Os
corpos celulares desse nervo estio localizados nos ginglios do trig€émeo e fazem conexdes com
neurdnios de segunda ordem no complexo nuclear sensorial do tronco encéfalo do trig€meo. As
projecdes ascendentes, através do trato trigeminotalamico, transmitem informagdes ao tdlamo
e outras regides do cérebro responsdveis pela interpretacio das informagdes sensoriais

(Gambeta; Chichorro; Zamponi, 2020).

Figura 1 — Subdivisdo anatomica do nervo trigémeo
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O ganglio trigeminal contém corpos celulares dos neur6nios sensitivos cujos ramos
internos passam para a ponte. Esses ramos internos formam a raiz sensorial do trigémeo, que é
andloga a raiz posterior de um nervo espinhal. A raiz entra na porcao lateral do terco médio da
ponte. Os ramos se bifurcam em bragos ascendentes e descendentes ou sobem ou descem sem
se bifurcar. Os processos centrais estdo distribuidos em trés niicleos sensoriais. Comecando com
o mais inferior ou mais caudal, sdo eles: o bulbo, o nucleo sensorial principal e o nucleo
mesencefalico (Walker, 1990; Luna et al., 2010).

Os nucleos sensoriais do trigémeo no tronco cerebral servem como pontos finais para
as fibras sensoriais responsaveis pela dor, temperatura, toque, pressao, vibragao e propriocepcao
na pele de um lado da face e da cabeca, estendendo-se do vértice para frente. Essas fibras
também inervam a conjuntiva, o globo ocular, parte da membrana timpanica externa, a mucosa
dos dois tercos anteriores da lingua, o palato, as cavidades nasais, 0s seios paranasais, as
meninges acima do tentério (supratentorial) e as arcadas dentarias superior e inferior (Rivera,

2011).

2.2 Dor trigeminal

A International Association for the Study of Pain (IASP) define dor como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante aquela associada a
dano real ou potencial ao tecido". Segundo a IASP, a dor pode ser categorizada a depender do
seu mecanismo em dor nociceptiva, dor neuropatica (subcategorizada em central ou periférica)
e dor nociplastica (International Association for the Study of Pain, 2020).

A dor nociceptiva ocorre por ativagao fisiologica de receptores ou da via dolorosa,
e estd relacionada a lesao de tecidos dsseos, musculares ou ligamentares. A dor neuropdtica é
definida como dor iniciada por lesdo ou disfun¢do do sistema nervoso central ou periférico,
sendo mais bem compreendida como resultado da ativagdo anormal da via nociceptiva
(Schestatsky; Nascimento, 2009). A dor neuropatica ¢ iniciada ou causada por uma lesdo ou
disfungdo primadria no sistema nervoso resultante de trauma, infec¢do, isquemia, cancer ou
outras causas, como quimioterapia (Fornasari, 2012). A dor nociplastica surge da nocicepgao
alterada, apesar de ndo haver evidéncias claras de dano tecidual real ou ameagador que cause a
ativagdo de nociceptores perifericos ou evidéncias de doenga ou lesdo do sistema
somatossensorial que causa a dor (International Association for the Study of Pain, 2017).

Na regido de cabecga e pescogo, a dor neuropatica pode advir de diversas formas de

distarbios, tais como disturbio da articulagao temporomandibular (ATM), cancer, neuropatias,
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ou pode ser devido & doenca otorrinolaringolégica (Romero-Reyes; Salvemini, 2009, Sklebar
et al.,2015). Essa condi¢ao pode comprometer substancialmente a funcionalidade e a qualidade
de vida de pacientes, a exemplo daquelas relacionadas aos canceres na regidao (Vilarim et al.,
2022).

A dor neuropatica se manifesta com sintomas e sinais sensoriais (Badel et al., 2019).
Por exemplo, a neuralgia do trigémeo, tipo de dor neuropdtica mais comum na face, ¢
caracterizada por episodios breves e paroxisticos de dor facial intensa, localizada em qualquer
um dos ramos do nervo craniano V (Bendtsen et al., 2020).

Na dor complexa ou mista, quando ha associacdo da dor nociceptiva e neuropatica, ¢
comum em pacientes oncoldgicos, por exemplo, cujos tumores em evolugdo na regido oral
provoca inflamacdo e compressdo das estruturas adjacentes. Nesses casos, o tratamento e
diagnostico sao complexos (Thomaz, 2010). Em todo caso, no diagndstico definitivo da dor
orofacial, muitas vezes € necessario estabelecer uma lista de possiveis diagndsticos diferenciais
e, em seguida, excluir sistematicamente cada um por meio de um processo de eliminagdo
através da historia do paciente, exame clinico, testes diagndsticos e investigagdes (Grossmann;
Siqueira; Siqueira, 2016).

Em relacdo aos canceres orofaciais, as causas da dor podem ser multiplas e se
potencializarem, podendo ou ndo estar diretamente relacionadas a doenga de fundo. Fatores
como o tipo e a origem neoplésica, localizagcdo, estadiamento e tratamento realizado podem
influenciar no curso da dor (Thomaz, 2010; Instituto Nacional de Cancer, 2022).

A dor do cancer orofacial se manifesta, inicialmente, como um componente
somdtico gerado pela invasdo nos tecidos subjacentes e liberacdo de proteases, as quais irdo
destruir a matriz adjacente, além de fatores neurotréficos, como o Fator de Crescimento
Nervoso (NGF), que sdo responsaveis pelos mecanismos da proliferacao e invasao tumoral, e
da sintomatologia dolorosa (Schmidt, 2014). A progressdao da doenca podera ser acompanhada
por invasdo de regides perineurais € compressdo nervosa, o que podera contribuir para a
formacgdo de edema, fragmentacgdo, granulacdo, degeneracdo Walleriana, reducao do calibre do
nervo e para o estabelecimento de dor neuropdtica (Taniguchi et al., 1995).

E valido pontuar que a dor, em casos de carcinoma de células escamosas (CCE),
tipo responsavel por 90% dos casos de canceres de cabeca e pescogo, por exemplo, constitui-

se como a pior sintomatologia associada a doenca (Scheff ez al., 2017).
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2.2.1 Sinalizacdo da dor trigeminal

A sinalizagdo de dor na regido orofacial, transportada pela via trigeminal até o cortex
sensorial, foi descrita Sir Charles Sherrington, no final do século XIX e inicio do século XX
(Bista; Imlach, 2019). Os autores afirmaram que estimulos como toque, calor ou frio, podem
ativar nociceptores mecanicos e/ou térmicos, que sdo as terminagdes nervosas livres dos
aferentes sensoriais do trigémeo. Essas fibras nervosas sensoriais sdo fibras Ad mielinizadas e
fibras C nao mielinizadas, cujos corpos celulares ficam no ganglio trigeminal. Os sinais sdo
transmitidos através dessas fibras aferentes para o nicleo espinhal caudal do trigémeo (Sp5C)
no tronco encefélico, onde fazem sinapse com neurdnios de segunda ordem que se projetam

para os cértices somatossensorial e limbico através do tdlamo (Figura 2).

Figura 2 - Via da dor trigeminal. A sensacdo de dor na face e na boca é
transmitida por trés ramos nervosos periféricos (V1 — ramo oftalmico, V2 - ramo
maxilar e V3 — ramo mandibular do nervo trigémeo) do nervo trigémeo, cujos
corpos celulares ficam no ganglio trigémeo (GT) e se projetam centralmente para
fazer sinapse com os neurdnios de segunda ordem no nucleo espinhal caudal do
trigémeo (p5c). Os neurdnios de segunda ordem entdo ascendem para terminar no
tdlamo. Do tdlamo, a informag¢do nociceptiva € projetada para o cortex

somatossensorial primério (SI), onde ocorre o processamento da dor.
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Fonte: Adaptado de Bista; Imlach (2019).
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Ao longo desta via ascendente, a informacdo ¢ modulada pelas vias moduladoras de dor
locais e descendentes que inibem ou facilitam a informacao sensorial transmitida (Okada et al.,
2019). As entradas descendentes para o VC surgem do cortex somatossensorial primario (SI),
do cortex somatossensorial secundario (SII), da insula e da medula ventromedial rostral (Chai
etal.,2012).

A transmissdo de informacgOes sensoriais da periferia para o SNC requer atividade
coordenada de muitos canais i0nicos e receptores que permitem a transdugao de sinais, geracao
de potencial de acdo e liberacdo de neurotransmissores na sinapse. A disfun¢do dos canais
i6nicos em todos os niveis de transmissdo pode resultar em alteracdes de sinalizacdo, que
podem contribuir para a ocorréncia da dor neuropdtica (Bista; Imlach, 2019). A expressdo e a
atividade de canais i0nicos nas vias da dor se alteram durante o desenvolvimento da dor
neuropatica do trigémeo. Em condi¢des patolégicas de dor, as sinapses dos neurOnios
glutamatérgicos excitatérios sdo fortalecidas, aumentando a excitabilidade dos neur6nios
nociceptivos, facilitando a transmissdo nociceptiva para regides superiores do cérebro
(Gangadharan; Kuner, 2013). Possuem atuag@o neste sistema os canais de potdssio, canais de
cations nao seletivos, canais de sodio, canais de calcio e canais receptores de potencial
transitorio (Bista; Imlach, 2019).

Em relacdo aos canais de sodio, a sua superexpressdo no neurdnio sensitivo estd
associado a um aumento na excitabilidade neuronal (Tanaka et al., 2016). Eriksson et al. (2005)
demonstraram que canais de sddio voltagem-dependente, envolvidos na geragcdo de potencial
de acdo, como Navl.6, estdo associados a mutagdes de ganho de funcdo que causam dor
neuropatica trigeminal em pacientes. Exemplos de medicamentos que tem como alvo os canais
de sodio sdo usados para tratar a dor trigeminal sdo a carbamazepina e seu derivado
oxcarbazepina (Al-Quliti, 2015). Esses agentes atuam inibindo os canais de sédio dependentes
de voltagem, reduzindo assim a excitabilidade dos neur6nios. Também foi demonstrado que
eles ativam os receptores GABA compostos pelas subunidades al, 2 e y2, a fim de inibir a

excita¢do neuronal e, em ultima analise, reduzir a hiperalgesia e a dor (Granger et al., 1995).

2.2.2 Tratamento da dor trigeminal

As opg¢des de tratamento de pacientes com dor trigeminal dependem de varios fatores,

incluindo idade, estado geral de saude, gravidade da doenca de fundo e causa subjacente. A
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decisdo deve ser tomada ap6s uma discussdo aprofundada do paciente com a equipe médica
envolvida no seu cuidado (Kikkeri, Nagalli, 2022).

Existem relatos na literatura sobre o uso de opidides consorciados com medicamentos
de primeira escolha para o tratamento da dor trigeminal em pacientes humanos (Zakrzewska et
al., 2018, Yang et al., 2019). Pacientes no Reino Unido e nos Estados Unidos relatam o uso
prevalente de analgésicos opioides quando a intensidade da dor € alta nesses casos (Zakrzewska
et al., 2017; 2018). Pinto et al. (2022) apresentaram dados de um estudo retrospectivo em que
os opioides foram a abordagem terapéutica mais utilizada nas exacerbacdes agudas da dor
trigeminal, apesar de sua baixa eficicia e subsequente necessidade de tratamento
medicamentoso adicional na maioria dos casos. Um estudo clinico demonstrou que a
coadministra¢do de morfina, cetamina e bupivacaina pode atenuar a NT através de mecanismo
periférico (Chang et al, 2003).

Quando o quadro doloroso esta associado a processos cancerigenos na regido orofacial,
¢ necessdrio que seja elaborado o melhor e individualizado plano de tratamento, baseado no
tipo de tumor, extensdo, poder metastatico, dentre outros critérios (Guedes; Santana; Leles,

2021).

No prognéstico da lesdo de cancer oral, fatores como graduacao histopatoldgica e
localizagdo anatomica do tumor, idade avancada, estado de saude geral e do sistema
imunolégico do paciente devem ser considerados antes de decidir qual tratamento serd
submetido (Daniel et al., 2016).

No caso de carcinoma de células escamosas (CCE) bucal, a cirurgia ainda € a
primeira escolha de tratamento, pois tem boa acessibilidade e reduz a morbidade. Apesar da
radioterapia ser tdo eficaz quanto a cirurgia, porém apresenta algumas desvantagens, como
ocasionar efeitos adversos ao tratamento (Guedes; Santana; Leles, 2021). Entretanto, pacientes
submetidos a tratamento radioterapico, pode apresentar diversas complicagdes como mucosite,
infeccdo local, dor, hipossalivacdo, caries por radiagdo e osteorradionecrose, condigdes que
podem levar a dificuldade de alimentagdo, resultando assim em desidratacdo e desnutri¢io
(Daniel et al., 2016).

A dor € uma condicao bastante comum em pacientes com CCE oral antes, durante
e apds o tratamento oncoldgico (Cramer; Burtness; Ferris, 2019). A intensidade da dor também
pode ser maior em fun¢do da profundidade de invasdo perineural, extensdo do tumor e

compressao dos tecidos adjacentes (Hechler ez al., 2020).
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O tratamento da dor trigeminal no cancer oral deve ser direcionada para a origem
da condi¢do dolorosa, e de acordo com a escada analgésica e os cinco principios da Organizacdo
Mundial de Saude. A escada analgésica orienta a terapia medicamentosa baseada na intensidade
da dor. Nesta perspectiva, podem ser utilizados no alivio da dor analgésicos ndo opidceos e/ou
anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES) associados a medicagdo adjuvante em caso de dor
leve a moderada. Em caso de dor intensa, recomenda-se o uso de opioides fortes mais
adjuvantes (Morete; Minson, 2010).

O diagnéstico preciso da dor trigeminal de pacientes com cancer de cabeca e
pescogo € essencial, uma vez que estabelecido, os cuidados paliativos irdo ajudar na reducao da
intensidade da dor, no nimero de queixas e quantidade de medicacdo. Em pacientes sob
cuidados paliativos, ¢ importante o conhecimento do manejo de opioides, pois a dor ¢é
prejudicial para a qualidade de vida, interferindo nas atividades do cotidiano e comprometendo
o plano terapéutico. E valido destacar que cada paciente deve ser avaliado de forma individual,
pois cada um possuird uma indicacdo de opioide de acordo com o seu diagnéstico, o que torna
o conhecimento médico sobre as formas de metabolizagdo e excrecdo de cada droga
fundamental, bem como os niveis de seguranga na administracao das drogas (De Paula Santos

etal.,2021).

Em todo caso, McNicol, Midbari, Eisenberg (2013) destacaram a incerteza em relagao
ao uso de opioides para dor neuropatica em geral, devido a evidéncias limitadas, bem como
preocupacdes sobre dependéncia e efeitos colaterais dessa classe de farmacos. Por se tratar de
uma dor cronica e debilitante, a dor neuropdtica muitas vezes € resistente aos tratamentos
convencionais, apresentando um desafio significativo para pacientes e profissionais de saude.
Uma abordagem promissora no tratamento dessa condi¢cdo envolve o bloqueio de receptores

especificos que participam na transmissao e modulagao da dor (Stein, 2016).

2.2.3 Receptores CCK; e CCK: no nervo trigémeo

O sistema colecistocinina ¢ uma rede de sinalizacdo gastrointestinal e neuropeptidica
encontrada nas visceras e nos sistemas nervosos periférico e central (Lavigne; Alles; 2022).
Receptores da colecistocinina (CCK) foram identificados na mucosa antral humana (Gregory
et al., 1968) e no sistema nervoso de vertebrados (Vanderhaeghen ef al., 1975). Os papéis da
CCK estao intimamente relacionados a digestdo, dor, estresse e depressao, sendo mediados

pelos subtipos de receptores CCK; e CCKo.
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O ganglio da raiz dorsal (DRG) transmite informacdes sensoriais somaticas dos tecidos
periféricos para o SNC. Vdrios neuropeptideos, incluindo a colecistocinina (CCK), foram
identificados dentro de uma subpopulacdo desses neurdnios sensoriais, sugerindo que a CCK
pode servir como um neurotransmissor aferente primdrio (Dalsgaard et al., 1982; Chery-Croze
etal., 1985).

Alguns estudos mostraram que os receptores CCK> podem ativar a via de transducao de
sinal da quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK1/2) no sistema digestivo (Grossini et
al.,2012; Mao et al.,2014). ERK1/2 ¢ ativado em neur6nios do corno dorsal da medula espinhal
em resposta a estimulacdo de nociceptores e estd envolvido na plasticidade nociceptiva (Ji;
Murphy; Traub, 2003; Liao et al., 2020). Duan et al. (2021) demonstraram que a injecao
intratecal do antagonista do receptor CCK> em ratos preveniu a hiperalgesia somdtica ao afetar
a ativagdo de ERK1/2, assim, esse € um alvo terapéutico para tratar a comorbidade de condi¢des
de dor primdria cronica, como disfuncdo temporomandibular (DTM) e sindrome de
fibromialgia (SFM) na clinica.

Experimentos farmacoldgicos utilizando antagonistas seletivos dos receptores CCK; e
CCK; demonstram que CCK; é o subtipo proeminente de receptor CCK nos neur6nios do
ganglio trigeminal e espinhal de ratos, coelhos e macacos. Na medula espinhal de ratos e
coelhos, receptores CCKz s@o o subtipo proeminente, enquanto na medula espinhal de macaco,
CCK; € o subtipo de receptor prevalente. Foi demonstrado ainda que os receptores CCK> sdo
expressos em uma percentagem substancial em neurdnios ganglionares da raiz dorsal em todos
os niveis da coluna vertebral, e que a CCK pode antagonizar a analgesia por opioides ao nivel
do préprio neurdnio aferente primdrio (Ghilardi et al., 1992).

Duas abordagens sobre os possiveis efeito antiopioide da CCK foram propostas. Em
uma abordagem farmacoldgica, ndo hé evidéncias de afinidade da CCK por receptores opioides
(Wang, 1989), indicando que a CCK nao se comporta como um antagonista classico do receptor.
Entretanto, a interag@o receptor-receptor entre CCK e opioides pode ocorrer de forma indireta
(Wiesenfeld-Hallin et al., 1999). Ha evidéncias de que a CCK pode neutralizar o efeito da
ativagdio do receptor opioide no influxo e captagdo de Ca** (Wang et al., 1989, 1990, 1992). Se
tal interagc@o ocorrer em células que possuem receptores opioides e CCK, o resultado serd uma
diminuicdo do efeito induzido pelos opioides. Isto € apoiado pela distribuicdo semelhante de
receptores opioides e CCK em vdrias areas do SNC importantes para a analgesia opidide
(Wiesenfeld-Hallin et al., 1999). Os antagonistas da CCK podem ndo apenas ser util na
tolerancia antinociceptiva induzida por opioides, mas talvez também possa ter um papel

benéfico na atenuagdo do desejo por opioides (Mitchell et al., 2006).
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Mais recentemente, Yang et al. (2018) descreveram que ativagao do receptor de CCK2
pelo octapeptideo de colecistocinina (CCK-8) inibe a analgesia opioide. O tratamento crénico
com opidceos leva a um aumento na concentracio de CCK-8 e, portanto, aumenta o
antagonismo da CCK-8 contra a analgesia opioides. Ademais, afirmaram que os peptideos CCK
e opioides estdo localizados em vias neurais semelhantes em todo o sistema nervoso central
(SNC), desde a medula espinhal, onde estdo implicados na resposta a dor, até o sistema limbico,
incluindo o hipocampo e o cértex pré-frontal, onde participam dos mecanismos da ansiedade,
depressao, aprendizagem e da memoria. As evidéncias sugerem que a CCK e os peptideos
opioides atuam de forma antagdnica para afetar a dor e a emocdo, bem como a cogni¢do e as
fun¢des motoras.

O bloqueio de receptores especificos envolvidos na transmissao da dor € uma estratégia
terapéutica importante no manejo da dor cronica. Diversos produtos naturais t€m demonstrado
a capacidade de influenciar receptores responsdveis pela sinalizacdo da dor neuropdtica,
oferecendo assim um potencial terapéutico significativo (Terry et al., 2011, Vlachojannis;

Magora; Chrubasik, 2011).

2.3 Produtos naturais

Os produtos naturais sao amplamente utilizados desde dos tempos pré-histéricos e
em diversas culturas no tratamento de vérias condi¢des de satide, muitas vezes como parte de
uma abordagem integrativa e complementar a medicina convencional (Guerra; Norradi 2003).
Devido as suas propriedades medicinais esses produtos podem assim interagir com
medicamentos prescritos, potencializando ou diminuindo seu efeitos (Carneiro; Comarella,
2016).

As plantas produzem metabdlitos primdrios e secunddrios. Os metabdlitos
primdrios sdo moléculas necessarias a formag¢dao, manutencao e reprodugdo das plantas, como
carboidratos, lipidios e proteinas. Por outro lado, os metabdlitos secundarios apresentam
funcdes necessdrias a sobrevivéncia da planta em seu ecossistema, como atragdo dos
polinizadores e animais dispersores de sementes, adaptacdes quimicas a pressdo ambiental,
além de apresentarem atividades bioldgicas, como acdo contra microrganismos, insetos e
predadores superiores. Assim, o metabolismo secunddrio é responsdvel pela producdo de
compostos ativos, como alcaloides, flavonoides, terpenos, saponinas, polifendis e taninos

(Gurib-Fakim, 2006; Twaij; Hasan, 2022).
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Carvacrol é um monoterpenodide fendlico liquido natural, denominado 5-isopropil-
2-metilfenol pela Applied Chemistry and International Union of Pure (IUPAC). Possui
propriedades lipofilicas, sendo insolivel em dgua e soldvel em tetracloreto de carbono, éter
dietilico, acetona e etanol. Sua férmula quimica é CioH14O (Figura 4), possui peso molecular
de 150,22 g/mol e densidade de 0,976 g/cm® a 20°C - lit. O ponto de fusdo/ponto de
congelamento € 3—4 °C - lit. e o ponto de ebuli¢do inicial € de 236237 °C - lit. (Friedman, 2014,
Giiveng et al., 2019; Mohebbati et al., 2021; Gandova et al., 2023).

Figura 3 — Férmula quimica estrutural do carvacrol

OH

Fonte: Ali et al. (2024).

O carvacrol estd presente no Oleo essencial de Thymus vulgaris (tomilho),
Origanum vulgare (orégano grego, manjerona selvagem), Origanum majorana (manjerona),
Lepidium flavum (pimenteira), Lepidium flavum (erva-pimenta), Citrus aurantium var.
bergamia Loisel (bergamota selvagem), Monarda didyma e em outras plantas (Gholami-
Ahangaran et al., 2022). Além disso, o carvacrol pode ser sintetizado por técnicas
biotecnoldgicas e quimicas (Can Baser, 2008, Bayir; Kiziltan; Kocyigit, 2019).

Resultados de estudos in vitro e in vivo mostram que o carvacrol possui uma
variedade de propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, incluindo efeitos antioxidante,
antibacteriano, antifingico, anticancerigeno, anti-inflamatério, antinoceptiva, analgésica,
hepatoprotetor, espasmo litico e vaso relaxante (Guimaraes et al., 2012; Joca et al., 2012;
Suntres; Coccimiglio; Alipour, 2015; Oliveira et al., 2020; Sampaio et al., 2021; Gunes-Bayir
etal., 2022).

O carvacrol possui importantes propriedades anti-hipernociceptiva e anti-
inflamatoria, a exemplo do que foi testado sobre modelo de pleurisia induzida por carragenina
e edema de pata em camundongo (Guimaraes et al., 2012). A inibi¢do da produgdo de citocinas

pro-inflamatorias TNF-a e da inibicao da liberagdo de 6xido nitrico (NO) parece ser um evento
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chave para a qualificacdo da atividade anti-inflamatdria do carvacrol, assim, esse monoterpeno
¢ considerado um candidato interessante para o desenvolvimento de novas opg¢des terapéuticas
para o tratamento de condi¢des dolorosas associadas a inflamagao (Guimaraes et al., 2010,
2012).

Em relacdo a sua atividade analgésica, o carvacrol bloqueia reversivelmente a
excitabilidade e a condu¢do nervosa em neurOnios periféricos de maneira dependente da
concentracdo. O bloqueio da excitabilidade neuronal induzido pelo monoterpeno ocorre sem
alterar o potencial de repouso e/ou a resisténcia de entrada. Além disso, esse efeito € o resultado
da inibicdo direta da corrente de s6dio dependente de voltagem, o que sugere sua atuacio como
anestésico local (Joca et al., 2012).

Horishita et al. (2020) demonstraram a acao inibitéria do carvacrol sobre os canais
de soédio voltagem-dependentes Navl.2, Navl.6, Navl.3, Navl.7 e Navl.8 expressos em
modelo de oocitos de Xenopus leaves. Essas estruturas desempenham papeis importantes no
desenvolvimento de dor inflamatoria e neuropatica (Cummins; Sheets; Waxman, 2007; Bennett
etal.,2019).

O carvacrol é geralmente considerado um composto seguro. Em um ensaio clinico
de Fase I, o composto foi administrado a individuos sauddveis a 1 e 2 mg/kg/dia durante 30
dias, e ndo foram observadas reagcdes adversas criticas ou alteragdes clinicamente significativas
nos testes de fun¢do bioquimica, hematoldgica, enddcrina, renal ou hepatica. Em camundongos
(Mus musculus) que receberam carvacrol por via oral, a dose letal capaz de matar 50% dos
animais (DLso) foi de 1.544 mg/kg de peso corporal (Andre et al., 2016). A DLsp em ratos foi
de 80 mg/kg de peso corporal apds administragdo intravenosa (IV), 73,30 mg/kg de peso
corporal quando administrado por via intraperitoneal (IP) e 680 mg/kg de peso corporal apds
administracao subcutanea (Andersen, 2006).

O carvacrol parece ser lentamente absorvido no intestino de coelho, pois 22 h apds
a administracao de 1,5 g, apenas cerca de 25% da dose foi excretada na urina (DE Vincenzi et
al, 2004). Estudos mais sobre o metabolismo do carvacrol foram realizados por Austgulen;
Solheim; Scheline (1987) em ratos da linhagem Wistar. O composto na dose de 1 mmol/kg,
dissolvido em propilenoglicol e administrado aos animais por gavagem, foi excretado
inalterado ou como glicuronideos e sulfatos na urina. Em quantidades muito menores, ocorreu
a hidroxilagcdo dos grupos metil e isopropil e posterior oxidacdo em acido. Foram observados
apenas vestigios de hidroxilacdo no anel aromadtico, levando a formagado de 2,3-dihidroxi-p-

cimeno (Austgulen; Solheim; Scheline, 1987; De Alvarenga et al., 2021).
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Assim, compreendendo que o desenvolvimento de novos farmacos a partir de
metabdlitos secunddrios de plantas € um dos tépicos mais recentes de pesquisas em andamento
que envolve triagens farmacoldgicas em larga escala de extratos e compostos ativos. O
carvacrol apresenta versatilidade farmacoldgica que abre um vasto campo de estudo. Sua
estrutura quimica, por exemplo, possui multiplos grupos funcionais ajustaveis que possibilitam
a modulacao quimica das propriedades requeridas, o que pode garantir uma ampla diversidade
de compostos (Sisto et al., 2020). De fato, a sintese de derivados de produtos naturais pode
lancar luz sobre novos agentes terapéuticos contra doengas humanas devido a modulacio de
suas caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas (Suntres; Coccimiglio; Alipour, 2015;
Sykuta et al., 2023).

A sintese de Carvacrol Aldeido, Base de Schiff Derivada do Carvacrol e do
complexo Base de Schiff com cobre foi detalhadamente descrita por Bansal et al. (2022) (Figura

4).

Figura 4 — Reacdo de sintese de Carvacrol Aldeido (2-Hidroxi-3-metil-6-(propan-2-
il)benzaldeido), Base de Schiff Derivada do Carvacrol e do complexo Base de Cu(II)-Schiff

CH, CHj
Copper-Schiff's base

Carvacrol Carvacrol aldehyde Schiff“s base complex

H4C CH
CH, CH, 3 3 H5C CHg
OH OH 2-aminophenol
SnCl, B RN Copper acetate Xy
e EtN 0 I \ 5
2 OH OH O/C“'—‘O

CH

HaC” CH, HaC 2

Fonte: Adaptado de Bansal et al. (2022).

Um estudo da farmacocinética in silico e de dindmica molecular contemplam o
carvacrol aldeido como um composto antimetastatico emergente. Esse composto exibiu uma
interacdo molecular eficiente com a proteina 1 associada a metdstase (MTA1) com energia de
ligacdo de -5,3 kcal/mol (Bansal; Kaushik; Sharma, 2022). Em outro estudo, o complexo Base
de Cu(II)-Schiff do carvacrol inibiu mais fortemente a proliferacao e migracao de células A549
(células alveolares) em relag@o ao carvacrol. Os autores atribuiram essa atividade a inibi¢do da
proliferacdo e migracdo celular na fase do ciclo celular G2/M, bem como a apoptose,

possivelmente através da ativacdo da via apoptdtica mitocondrial (Bansal et al., 2022).
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Assim, desprende-se desses estudos que o desenvolvimento de andlogos do
carvacrol tem resultado em compostos com efeitos biolégicos promissores que podem ser
investigados no tratamento de doencas, como infec¢des bacterianas, cancer, infec¢des fungicas,
etc. Embora a maioria das evidéncias sobre o carvacrol e a dor neuropética venha de estudos
em animais, hd um crescente interesse em sua aplicagdo clinica. Hoje com a bioinformatica é
possivel desenvolver medicamentos, facilitando a identificacao e o design de novos farmacos
por meio de técnicas computacionais avangadas (Lee et al., 2018). Assim € possivel analisar
suas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas antes de serem testados em animais.
Este campo interdisciplinar integra biologia, quimica, medicina, ci€éncia da computacdo,
estatistica e matematica para analisar e interpretar dados biolégicos, o que ird contribuir de
forma significativa para os estudos futuros em humanos, validando assim sua eficicia e
seguranca (Saran et al., 2023).

Entretanto, infere-se que mais estudos sobre o mecanismo de acdo desses

compostos sao necessdrias para a compreensdo dos seus efeitos farmacoldgicos.

2.4 Estudos irn silico

A bioinformatica € uma abordagem bioldgica computacional usada para analisar,
coletar, armazenar e manter um volume considerdvel de dados. A pesquisa nesse campo pode
ser dividida em trés abordagens principais: (1) a andlise baseada em dados classificados
disponiveis, (2) o uso de tecnologia da informac¢do e modelagem matemadtica para adquirir
novas conclusdes, (3) e a abordagem integrada para pesquisa computacional e modelagem
experimental matematica (Saran et al., 2023).

O rapido desenvolvimento de recursos computacionais e bancos de dados de
pequenas moléculas levaram a grandes avancos no desenvolvimento de compostos. A medida
que o numero de novos alvos de medicamentos aumenta exponencialmente, métodos
computacionais sdo cada vez mais utilizados para acelerar o processo de descoberta de
medicamentos. Isso tem levado ao aumento do uso de design de medicamentos assistidos por
computador e técnicas de bioinformatica quimica, como acoplamento de alto rendimento,
pesquisa de homologia e pesquisa de farmacos em bancos de dados para tecnologia de triagem
virtual (Vucicevic; Nikolic; Mitchell, 2019).

A triagem virtual € uma parte importante dos métodos de design de medicamentos
auxiliados por computador, ao passo que pode ser a maneira mais barata de identificar

potenciais compostos de interesse (Lin; Li; Lin et al., 2020). Desta forma, é possivel investigar
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os efeitos de substincias de interesse clinico, na medida em que métodos computacionais
integrados aceleram o desenvolvimento de medicamentos e ajudam a identificar terapias
eficazes com novos mecanismos de a¢do que, em ultima andlise, podem ser aplicados a uma
variedade de sistemas biol6gicos complexos (Lee et al., 2018; Lin; Li; Lin ef al., 2020).

Nos ultimos dez anos, a avaliacdo das propriedades de absorcdo, distribui¢do,
metabolismo e excrecdo (ADME) surgiu como um aspecto crucial no processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos. Dado o custo e a complexidade das avaliacdes in vivo e in vitro,
as técnicas in silico tornaram-se ferramentas valiosas para estimar caracteristicas quimicas,
atividades bioldgicas e propriedades ADME de compostos quimicos (Siqueira et al., 2024)

Estudos in silico referem-se ao uso de técnicas computacionais para simular e
analisar processos biologicos e quimicos, desempenhando um papel crucial no
desenvolvimento de novas medicacdes. Essas abordagens permitem a modelagem de interagdes
entre drogas e alvos bioldgicos, previsao de efeitos colaterais, e otimizacdo de compostos antes
mesmo de serem sintetizados em laboratorio. Utilizando algoritmos avancados e bancos de
dados extensivos, possibilitando acelerar o processo de descoberta de fairmacos, reduzir custos
e aumentar a eficiéncia. Além disso, estudos in silico facilitam a triagem virtual de milhares de
moléculas, identificando candidatos promissores para testes adicionais. Essa metodologia nio
apenas complementa os estudos in vitro e in vivo, mas também abre novas possibilidades na
medicina personalizada, adaptando tratamentos as caracteristicas genéticas especificas dos
pacientes (Leelananda; Lindert, 2016; Kumar; Kumar, 2019).

No presente estudo, no qual foram avaliados andlogos sintéticos do carvacrol,
avaliacoes in silico puderam ser consideradas como a primeira etapa para o rastreio de alvos
bioldgicos, na medida em que, segundo Herrera-Calderon et al. (2020), quando uma molécula
isolada € caracterizada quimicamente, estudos in silico sao o primeiro passo da pesquisa bésica
que leva a etapa seguinte de avaliacdo, como os estudos in vitro e in vivo. Os testes in silico
podem ser ferramentas uteis na elucidacao do mecanismo de acdo sobre alvos biolégicos, bem
como a predi¢do do perfil farmacocinético de moléculas de interesse.

Ademais, partindo de premissas éticas que envolvem o uso de animais em pesquisa,
ha um claro esfor¢o global, imposto por legislagcdes especificas, que visam reduzir, refinar e/ou
substituir os testes em animais por alternativas ndo animais. Mudancas legislativas, pressoes
comerciais e éticas motivaram a busca de alternativas aos tradicionais ensaios in vivo utilizados
no desenvolvimento de produtos e na avaliagdo de seguranca toxicoldgica (Madden et al., 2020).

No que tange a redu¢do do nimero de animais utilizados em pesquisa, ferramentas

in silico permitem identificar alvos-moleculares com precisao proxima a testes em modelos in
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vivo. Na fase de validagdo pré-clinica de um composto, momento em que um grande niimero
de parametros (bioquimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos, etc.) precisam ser explorados,
andlises in silico contribuem decisivamente para reducdo no ndmero de experimentos
fundamentais e do nimero de animais necessdrios para alcancgar resultados estatisticamente

significativos (Viceconti et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Executar triagem virtual da bioatividade e simula¢des de docking molecular de andlogos

do carvacrol sobre receptores da colecistocinina visando a modulacdo da dor trigeminal.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar triagem virtual da bioatividade do carvacrol (CV) e seus derivados, CV aldeido,
CV Base de Schiff e Complexo Base de Schiff — Cobre (BSCu?");

e Analisar os parametros de absor¢ao, distribuicao, metabolismo e excrecao do CV e seus
derivados por meio de métodos in silico;

e Estimar a eficiéncia de lipofilicidade-metabolismo para os compostos;

e Realizar a predi¢ao do sitio de metabolismo e toxicidade aguda in silico do CV e seus
derivados para Mus musculus € Rattus norvegicus;

e Simular docking molecular associado a inibicdo da dor cronica tomando como alvos
biologicos os receptores da colecistocinina (CCK) do tipo 1 (CCKj) e 2 (CCKb);

e Avaliar as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas do CV e seus derivados

na modulacao da dor trigeminal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Triagem virtual da bioatividade

A representagdo estrutural bidimensional do carvacrol (CV) e seus derivados sintéticos
CV aldeido, CV Base de Schiff (BSCV) e Complexo Base de Schiff — Cobre (BSCu?*) foram
plotadas no software de licenga académica MarvinSketch®, versdo Iodine 7 (Chemaxon®)

(https://chemaxon.com/marvin) e convertidos em notagao linear de Simplified molecular-input

line-entry system (SMILES) para serem submetidas a triagem virtual para selecdo da proteina

alvo no servidor online SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/). O

servidor foi ajustado para realizar um teste de similaridade 3D de cada ligante com compostos
depositados na base de dados da ChEMBL com atividade bioldgica conhecida frente aos

modelos de roedores Mus musculus e Rattus norvegicus, como mostra a Equagao 1:

18
d= les - ysl
s=1

ey

onde a menor distdncia (d) de Manhattan € correspondente a combinagdo de até 20
conformagdes mais estaveis (de menor energia) do composto de entrada (x) e das 20

conformacgdes mais estaveis dos mais de 300.000 compostos depositado na base de dados (y).
4.2 Estudo de absor¢ao, distribuicio, metabolismo e excrecio (ADME)
4.2.1 Analises de potencial de lipofilicidade molecular

As estruturas quimicas dos ligantes foram otimizadas em seu espago conformacional
pelo método da mecanica classica Merk Molecular Force Field (MMFF94) para plotagem do
mapa de superficie de potencial de lipofilicidade molecular (MLP) na versao de codigo aberto
do programa Python Molecular (PyMOL) graphs (Oberhauser, Nurisso, Carrupt, 2014),

utilizando-se a seguinte equacao (2):


https://chemaxon.com/marvin
http://www.swisstargetprediction.ch/
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MLP, = XL, F; - f(dy) ()

onde N ¢ o nimero de fragmentos moleculares, F ¢ o indice de lipofilicidade de cada fragmento
i, negativos para fragmentos hidrofilicos e positivos para fragmentos hidrofobicos, e f(dik) €
uma fung¢ao de distancia espacial (k) entre os fragmentos i (Oberhauser, Nurisso, Carrupt, 2014).
Os grupos doadores de ligacaode hidrogénio (HBD) foram analisados quanto grupos ionizaveis
pelo calculo de pKa, e lipofilicidade mediada por coeficiente de particdo (logP) e coeficiente

de distribuigdo (logD).

4.2.2 Andlises de MPO e eficiéncia lipofilicidade-metabolismo (LipMetE)

Os compostos foram submetidos a uma estimativa quantitativa de druglikeness a partir
do algoritmo de otimiza¢do multiparamétrica (MPO) da Pfizer, Inc., presente no programa

MarvinSketch®, como mostra a equagao 3:

D = YTy wi Tie(x@) 3)

onde a funcao de desirability (d) ¢ definida pelo somatorio dos atributos fisico-quimicos (k)
transformados em um fator de ponderagdo (w) para valores calculados dentro (xx< xa) ou fora
(xb<xx) do limite de idealidade (7(x)), que incluem os intervalos: logP < 3, logD < 2, massa
molecular (MM) < 360 g/mol, Area de Superficie Polar Topolégica (TPSA) 40-90 A2, HBD <
1 and pKa da base mais forte < 8 (n = 6), resultando em uma pontuacao que varia de 0 (baixa
desirability) a 6 (alta desirability), com valores preferiveis de MPO > 4.0 que expressam um
melhor alinhamento sistematico entre descritores farmacocinéticos (Wager et al., 2010). A
eficiéncia lipofilicidade-metabolismo (LipMetE) foi estimada pela equacdo 4 (STEPAN et al.,
2013):

LipMetE = logD — logCL 4)

onde o logD ¢ a lipofilicidade estimada em pH fisiologico (pH de aproximadamente 7.4) e
logCL ¢ o logaritmo estimado da taxa de depuragdo, onde valores entre 0-2.5 expressam maior
estabilidade metabolica.

Os descritores farmacocinéticos de absorcao, distribui¢do, metabolismo e excregao

(ADME) foram estimados por teste consensual entre as bases de dados ADMETlab 2.0
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(https://admetmesh.scbdd.com/), ADMETboost (https://ai-druglab.smu.edu/) e pkCSM

(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkesm/), que incluem permeabilidade passiva (Papp, A—B) em

modelo celular Madin-Darby Canine Kidney (MDCK), substrato de glicoproteina-P (P-gp),
fragdo de biodisponibilidade oral (F%), volume de distribui¢do (VD), logaritmo da

permeabilidade na barreira hematoencefalica (logBB) e taxa de depuragdo intrinseca (CLintu).

4.2.3 Predigao do sitio de metabolismo e toxicidade aguda

A estabilidade metabolica dos anélogos sintéticos do CV foi mediada via predi¢ao do

sitio de metabolismo nos servidores SOMP — Way2Drug (http://www.way2drug.com/somp/) e

STopTox (https://stoptox.mml.unc.edu/), a partir de descritores de relagao estrutura-atividade

(QSAR) que relacionam sensitividade e especificidade dos grupos funcionais moleculares
(Borba et al., 2022). Os resultados foram relacionados aos descritores de substrato de isoformas
do citocromo P450 (CYP450) do teste consensual de ADME, e da estimativa de dose letal (DL 5s0)
para as vias de administracao oral, intraperitoneal (IP) e intravenosa (IV) em ratos (Rattus

norvegicus) dos servidores ProTox-II (https://tox-new.charite.de/protox_II/) e GUSAR Online

(http://www.way2drug.com/gusar/).

4.3 Simulagoes de docking molecular

O protocolo adotado para as simulagdes de docking molecular associado a inibicao da
dor cronica foi baseado no estudo de farmacodinamica de (Zhang et al., 2021), tomando como
alvos bioldgicos os receptores da colecistocinina (CCK) do tipo A e B. O receptor CCK1
acoplado a proteina-G foi reportado do banco de dados de proteinas RCSB
(https://www.rcsb.org/) sob o codigo PDB ID: 7F8X co-critalizado ao agonista peptidico

NNO9056 e identificado como "Crystal structure of the cholecystokinin receptor CCKI1R in
complex with NN9056", classificada como proteina estrutural de membrana expressa em Homo
sapiens e virus T4 e caracterizada por difracdo de raio-X em uma resolucdo de 3.0 A, utilizando
como antagonista o benzodiazepinico Devazepida (PubChem CID: 443375) reportado do

repositorio de drogas PubChem® (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), enquanto o receptor

CCK: acoplado a proteina-G estd depositado no repositorio sob cddigo PDB ID: 7F8V co-
cristalizado ao agonista peptidico hormonal Gastrina e identificada como "Cryo-EM structure
of the cholecystokinin receptor CCK>R in complex with gastrin-17 and Gi" expressa em Homo

sapiens e caracterizada por microscopia eletronica em uma resolugio de 3.3 A.


https://admetmesh.scbdd.com/
https://ai-druglab.smu.edu/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
http://www.way2drug.com/somp/
https://stoptox.mml.unc.edu/
https://tox-new.charite.de/protox_II/
http://www.way2drug.com/gusar/
https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Foram removidos os residuos distintos de aminoécidos e adicionados hidrogénios
polares e cargas Gasteiger as estruturas proteicas no programa UCSF Chimera® (Pettersen et
al., 2004). A caixa de grid foi ajustada para abranger todo o espaco conformacional dos alvos,
configurados nas dimensdes x = 56, y = 54 ¢ z = 112 em torno das coordenadas x = 10.749, y
=16.177 e z = 27.859 para o receptor CCKj, e nas dimensdes x = 104, y =106 ¢ z= 72 em
torno das coordenadas x = 146.817,y = 143.447 e z = 141.44 para o receptor CCK> no programa
AutoDockTools® (Morris et al., 2009). Por fim, o codigo AutoDockVina® (Trott; Olson, 2009)
foi configurado para realizar uma série de 50 simulagdes independentes de 20 poses cada para
cada um dos ligantes preparados e otimizados, incluindo os agonistas e antagonistas (re-docking)
(Marinho et al., 2020), cujo critério de selecao do encaixe mais favoravel inclui um alinhamento
entre baixa energia livre de Gibbs (AG < -6.0 kcal/mol) (Shityakov; Foerster, 2014) dentro de
uma faixa de ajuste estatistico mediado por Root Mean Square Deviation (RMSD) inferior a

2.0 A (Yusuf et al., 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem virtual de bioatividade

A triagem virtual baseada em estrutura tem sido amplamente aplicada para a descoberta
de novas substincias bioativas frente a alvos bioldgicos especificos. Esta técnica ¢ capaz de
estimar uma atividade biologica pela identificacdo de scaffolds presentes no composto de
entrada semelhantes a compostos ja caracterizados (Li ef al., 2021; Wang et al., 2020). Estudos
recentes tiveram sucesso em relacionar a atividade biologica identificada por virtual screening
e resultados de testes in vitro (Matos et al., 2022; Mendes et al., 2023), evidenciando a
confianga das predicdoes de apoio aos ensaios experimentais. Aqui, a triagem virtual foi
configurada para realizar um teste de similaridade dos compostos de entrada com mais de
300.000 substancias bioativas da base de dados da ChEMBL (Daiana; Michielin; Zoete, 2019)
para estimar o efeito biologico dos anédlogos do CV.

Os resultados incluem a distribui¢do das classes de alvos bioldgicos de interacao dos
analogos a partir do teste de similaridade com compostos testados em espécie de roedores Mus
musculus (Figura 5) e Rattus norvegicus (Figura 5). Foi possivel observar que os ligantes CV
aldeido (Figura 5a) e BSCV (Figura 5b) mostraram um percentual relativo de 20% de suas
interagdes biologicas ocorrerem por afinidade a Receptores Acoplados a Proteina G (GPCRs),
enquanto foi estimado um percentual de aproximadamente 33% para o BSCu?* (Figura 6¢), para
a espécie Mus musculus. Para a espécie Rattus norvegicus, dentro da base de dados da ChEMBL,
o composto CV aldeido manteve o percentual relativo, mas apresenta maior parte de suas
interagdes frente a enzimas (Figura 6a), enquanto a BSCV obteve um percentual relativo de 40%
de suas interagdes biologicas com GPCRs, como classe dominante (Figura 6b) e o BSCu?* tem

cerca de metade de suas interagdes estimadas para GPCRs (Figura 6c¢).
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Figura 5— Distribuicao relativa das classes de alvos de interagdo biologica dos ligantes a CV

aldeido, b BSCV and ¢ BSCu?*, para o organismo Mus musculus
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 6 — Distribuicdo relativa das classes de alvos de interagdo bioldgica dos ligantes a CV
aldeido, b BSCV and ¢ BSCu?*, para o organismo Rattus norvegicus
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Fonte: elaborada pelo autor.

Este teste foi capaz de estimar que dois dos trés derivados sintéticos de CV, isto ¢, CV
aldeido and BSCV, mostraram similaridade com uma série de compostos heterociclicos

nitrogenados e oxigenados (principalmente de fun¢do amida) com ag¢do antidepressiva em ratos
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atuantes sobre GPCRs presentes no sistema nervoso pela via CCK; (sistema nervoso periférico)
e CCK., (sistema nervoso central) (Liu et al., 2021; Zhang et al., 2021). Estes alvos foram
cristalizados recentemente e possuem papel fundamental na nocicep¢ao, uma vez que a inibigao
seletiva desta classe de alvos esta diretamente associada a reducao da percep¢ao de dor (Lavigne;
Alles, 2022). Na triagem de compostos similares, foi possivel observar que o BSCV teve maior
similaridade com compostos 3D moduladores de receptores de CCKi, em Mus musculus, e
CCK_, em Rattus norvegicus, — pelo menos 239 compostos — quando comparado ao analogo
CV aldeido (Figura 7). Embora o BSCu?* apresente estimado grau de afinidade com GPCRs,
ndo foram encontrados scaffolds semelhantes dentro da base de dados para este receptor

especifico.

Figura 7 — Teste de similaridade 3D com compostos da base de dados da
ChEMBL que se ligam aos receptores CCK; and CCK>
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.2 Estudo de absorc¢ao, distribuicao, metabolismo e excrecio (ADME)

5.2.1 Analises de potencial de lipofilicidade molecular (MLP)

No mapa de superficie do potencial de lipofilicidade molecular (MLP), na Figura 8, ¢é
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possivel verificar as contribui¢des estruturais resultantes dos indices de lipofilicidade relativa
dos andlogos de CV. A andlise mostra que a adicdo de um grupo aldeido (-CHO) ¢ um
incremento estrutural (IS) que aumenta a lipofilicidade do CV aldeido em relagcdo ao CV, em
funcdo da interagdo de H-bond intramolecular entre os grupos -OH and -CHO (Figura 8b),
embora apresentem fragmentos de superficie ligeiramente hidrofilica (espectro amarelo-
vermelho). Na BSCV, a presenca de dois -OH HBD e uma amina HBA apresentam um IS que
aumenta sua lipofilicidade em relacdo ao CV aldeido, com valor de logP na ordem de 5.65
(Figura 8c), embora a superficie molecular hidrofobica tenha forte contribuicdo dos anéis
aromaticos (espectro verde-azul). A superficie molecular do BSCu?*" ¢ essencialmente
hidrofilica em funcdo dos fons Cu?* e R3N" nas vizinhancas dos 4tomos de oxigénio (espectro
amarelo-vermelho na Figura 8d), com o menor indice de lipofilicidade relativa calculada (logP

=2.05).

Figura 8 — Mapa de superficie do potencial de lipofilicidade molecular (MLP) com
valores calculados de pKa, logP and logD at pH 7.4 para os ligantes a CV, b CV
aldeido, ¢ BSCV and d BSCu?*
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Fonte: elaborada pelo autor.
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No grafico de equivaléncia OH™ (Figura 9), ¢ possivel observar o efeito indutivo
retirador de elétrons do grupo -CHO que desloca o equilibrio quimico do CV aldeido no sentido
da formagdo da espécie ionizada em pH 8.74, ponto de equivaléncia entre a espécie acida e a
base conjugada, enquanto a presenga de dois centros ionizaveis de OH desloca o ponto de
equivaléncia acido-base conjugada da BSCV para o pH 8.27, com Ip = 4.43 que favorece a
predominancia da espécie acida em pH fisioldgico (em torno de pH 7.4). O efeito ionizével
ocasionou um decréscimo na lipofilicidade relativa dos compostos entre os niveis de pH em
torno de 8-10 (Figura 10). Aqui ¢ valido destacar que a carga liquida 1+ do grupo R3N" resultou
na menor lipofilicidade tampao, com logD para pH 7.4 na ordem de 2.05 (Figura 10), garantindo

um melhor equilibrio entre lipofilicidade e permeabilidade (Lipinski, 2004).

Figura 9 — Grafico de distribuicdo de carga em fun¢do da variagdao do pH dos derivados do
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 10 — Lipofilicidade dependente de pH (logD) chart calculado para os derivados do

carvacrol
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.2.2 Analises de MPO e LipMetE

Para garantir uma otimizagao na selecdo de novos candidatos a drogas ativas no SNC,
Wager et al., (2016), da Pfizer, Inc., elaboraram um modelo de MPO que relaciona o grau de
desirability de multiparametros fisico-quimicos, onde observaram que acidos fracos pouco
lipofilicos (logP < 3 or logD at pH 7.4 < 2), maiores e mais polares do que drogas ativas no
SNC comumente comercializadas (MM > 150 g/mol and TPSA > 20-40 A?) apresentam um
melhor alinhamento entre descritores de ADME: alta permeabilidade passiva (Papp, A—B >
10x10°¢ cm/s), baixa taxa de efluxo passivo (low P-gp affinity) e baixa taxa de depuragdo
hepatica (CLint,u< 8 mL/min/kg) (Pettersson et al., 2016; Wager et al., 2016), pois ocupam um
espectro de equilibrio entre absorcao e estabilidade metabdlica e seguranga por atividade no
SNC (Hughes et al., 2008; Johnson; Dress; Edwards, 2009; Kiani; Jabeen, 2020).

O gréfico de radar da Figura 10a a mostra o ajuste dos ligantes CV e dos derivados
sintéticos as funcdes desirability no espectro de MPO da Pfizer. A partir da anélise topoldgica

dos ligantes (Figura 11), foi possivel observar que o BSCu?" reside em um espago fisico-
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quimico mais favoravel de MPO (espectro azul, Figura 11a), com pontuagdo de MPO na ordem
de 5.05 (Tabela 1) que indica uma melhor viabilidade ADME, incluindo provavel acesso ao
SNC (espectro vermelho, Figura 11a). E valido destacar que a alta lipofilicidade e o efeito dos
HBD intramoleculares sdo limitantes do espectro de MPO do BSCV, com pontuagdo de
desirability na ordem de 3.50 (Tabela 1) abaixo do ideal (MPO > 4.0), inviabilizando o acesso
do ligante a0 SNC (Wager et al., 2010). E curioso ressaltar que este teste corrobora com a
predicao de permeabilidade na barreira hematoencefalica (BBB), uma vez que o descritor de
logB na ordem de -0.2 indica uma baixa distribuicdo do BSCV no SNC (Ma; Chen; Yang, 2005)
(Tabela 2). No grafico da Figura 11b, € possivel observar que a baixa lipofilicidade do BSCu?**
faz com que o composto resida em um espago fisico-quimico de maior seguranca ao SNC (logP

< 3), uma vez que compostos muito lipofilicos podem ser ativos toéxicos no SNC.

Figura 11 —a Radar de desirability previsto por MPO e b alinhamento entre lipofilicidade (logP)
e polaridade (TPSA) para estimativa da desirability no SNC.
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Fonte: elaborada pelo autor.



50

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas dos derivados do CV aplicados ao sistema de
classificacdo de MPO da Pfizer, Inc.

Propriedade/moléculas Cv#* CV aldeido BSCV BSCu*

logP 3.43 3.79 5.65 2.05

logD 3.43 3.77 5.59 2.05

MM 150.22 g/mol 178.23 g/mol 269.34 g/mol 330.88 g/mol
TPSA 20.23 A? 37.30 A2 52.82 A? 21.47 A?
HBD 1 1 2 0

pKa basic -5.47 -6.07 0.57 -4.89

MPO score 3.83 4.33 3.50 5.05
LipMetE 3.187 3.554 5.389 0.555

*CV (carvacrol) utilizado na predigdo como comparativo.

Ademais, foi possivel observar que a baixa lipofilicidade do BSCu?**, dentro de uma
faixa de MM < 350 g/mol, garante o melhor alinhamento entre permeabilidade e estabilidade
metabolica (Figura 13), com eficiéncia lipofilicidade-metabolismo (LipMetE) calculado de
0.555 dentro do padrao de desirability (optimal LipMetE 0.0-2.5). Esta analise de QSAR
corrobora com o teste preditivo de ADME, onde o ligante mostrou, ao mesmo tempo, alta
permeabilidade (Papp, A—B = 2.23x10~° cm/s) e baixa suscetibilidade a ser um substrato da P-
gp, como um indicativo de maior permeabilidade do que efluxo passivo celular. Este resultado
sugere que a complexagao pode formar um analogo sintético de permeabilidade celular passiva
semelhante ao CV (Tabela 2). Por outro lado, o composto BSCV teve a maior Pay, passiva
estimada (2.36x107° cm/s), mas tende a ser um substrato da P-gp e apresentar maior efluxo
passivo do que permeabilidade celular (Tabela 2), o que limita sua farmacocinética em relagao
do BSCu?" e ao proprio CV. As modificagdes estruturais no CV melhoraram o espectro de
depuracao, onde foi possivel notar que os derivados sintéticos mostraram valores estimados de
CLintu< 10 mL/min/kg (Tabela 2), destacando a menor ordem de depuragdo prevista para o

BSCu?* (0.81 mL/min/kg).
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Figura 12 — Alinhamento entre MM e logD em pH 7.4 para previsdo do
alinhamento entre permeabilidade e estabilidade metabolica dos

derivados do CV
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Fonte: elaborada pelo autor.

Esta faixa de Papp garante uma biodisponibilidade de pelo menos 70% para os compostos
(Tabela 2). No entanto, a natureza lipofilica dos ligantes resultaram em um VD > 3.0 L/kg, para
os compostos de maior MM (BSCV e BSCu?"), e < 3.0 L/kg, para os compostos de menor MM
(CV e CV aldeido) (Pires; Kaminskas; Ascher, 2018), indicando que os compostos BS
modificados tendem a se distribuir largamente entre tecidos biologicos, incluindo a BBB, com
concentragdes estimadas de distribuicdo em torno de 35% da fragao molecular biodisponivel
(Tabela 2).

Assim, o teste preditivo de ADME MPO-based mostrou que o BSCu?* possui um perfil
farmacocinético mais favoravel em fun¢@o da baixa lipofilicidade relativa, o que lhe rendeu um
alinhamento sistematico entre seus descritores de ADME dentro do sistema de classificagao

biofarmacéutica da Pfizer.
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Tabela 2 —  Descritores farmacocinéticos e metabolismo por isoformas de CYP450,
previstos por teste consensual de ADME e toxicidade entre as bases de dados “ADMET]ab,
bADMETboost, pkCSM, “ProTox-II e “‘GUSAR Online.

Propriedade/moléculas Cv#* CV aldeido BSCV BSCu?

Papp, A—B 2.34x107° cm/s 2.20x107° cm/s 2.36x107° cm/s 2.23x107° cm/s
P-gp efflux’ Nio Nio Sim Nio

F%* 76.19% 76.06% 73.97% 75.85%

VD¢ 2.3 L/kg 2.64 L/kg 3.33 L/kg 3.24 L/kg
BBB¢ 31.69% 36.89% 35.15% 35.42%
CYP1A2 substrate® 0.95 0.94 0.95 0.90

CYP2C9 substrate” 0.88 0.85 0.85 0.91

CYP2D6 substrate” 0.88 0.69 0.90 0.80

CYP3A4 substrate® 0.44 0.34 0.35 0.33

CLintu* 11.33 mL/min/kg  2.63 mL/min/kg 1.53 mL/min/kg 0.81 mL/min/kg
10gCLinty" 0.24 0.22 0.20 1.49

DLs Oral? 810 mg/kg 810 mg/kg 3.500 mg/kg 2.450 mg/kg
DLso IP® 415.4 mg/kg 353.9 mg/kg 496.4 mg/kg 183.1 mg/kg
DLso IV© 68.31 mg/kg 44.24 mg/kg 33.96 mg/kg 44.8 mg/kg

*CV (carvacrol) utilizado na predigdo como comparativo.

5.2.3 Predicdo do sitio de metabolismo e toxicidade aguda

A estabilidade metabdlica pode ser mediada via predi¢do do sitio de metabolismo, um
teste que relaciona o grau de sensitividade de pequenas moléculas a serem biotransformadas
por isoformas de CYP450 a partir do nivel de especificidade de grupos funcionais presentes na
molécula (Zheng et al., 2009). De forma geral, compostos que sdao altamente lipofilicos sdao
menos resistentes ao metabolismo de fase I (mediado por CYP450), uma vez que estes
processos de oxirredugdo visam tornar um farmaco mais polar e hidrossoluvel para excre¢do,
fatores que afetam a estabilidade metabodlica de pequenas moléculas (Kiani; Jabeen, 2020; Li
etal.,2011).

O mapa de suscetibilidade da Figura 13 ¢ uma resposta grafica da predi¢ao do sitio de
metabolismo para os analogos sintéticos do CV. Neste teste, foi possivel notar que a adi¢ao do
aldeido torna o composto CV aldeido (Figura 13b) menos suscetivel a epoxidagcdo do anel
aromatico quando comparado ao CV (Figura 13a), sendo mais suscetivel a hidroxilagao alifatica
dependente de CYP450 (fase I), principalmente pelas isoformas CYP1A2 e CYP2C9 (Tabela

2), e O-conjugacao dependente de metabolismo de fase 11, embora seja metabolicamente menos
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estavel (LipMetE = 3.554) em relagdo ao CV (LipMetE = 3.187) pelo aumento dos sitios de
metabolismo provaveis. A formacao da Base de Shiffer tende a ser biotransformado por
isoformas CYP1A2, CYP2C9 and CYP2D6 a partir de N-oxidacao no metabolismo de fase I,
mas apresentam sitios de conjuga¢do em seus grupos -OH, concordando com a predi¢do da
menor estabilidade metabolica (high LipMetE). Por outro lado, o complexo BSCu?" ¢
metabolicamente mais estavel (low LipMetE). A formagdo do RsN' resulta em um grupo
altamente sensitivo ao metabolismo de fase I, constituindo o sitio de metabolismo mais provavel

do BSCu?* (Figura 14d).

Figura 13 — Local de predi¢ao do metabolismo para o a carvacrol, e seus analogos, b

CV aldeido, ¢ BSCV e d BSCu?*
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Fonte: elaborada pelo autor.

E curioso notar que a predigdo do sitio de metabolismo mostrou uma relagio direta com
a estimativa quantitativa da eficiéncia lipofilicidade-metabolismo (LipMetE), onde foi possivel
notar que os ligantes CV aldeido e BSCV mostraram uma maior lipofilicidade em funcao do
efeito HBD intramolecular, resultando em uma menor estabilidade metabolica para estes
ligantes.

A estabilidade metabolica correlaciona-se diretamente com a predigao de LDso, expressa

no grafico da Figura 14. Aqui, o valor de LDso previsto para o CV na ordem de 810 mg/kg
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apresentou uma similaridade de 100% com o valor experimental de LDso do CV depositado na
base de dados (Hagan et al., 1967), evidenciando que a estimativa dos valores de LDso revelam
a toxicidade oral dos andlogos de CV com base nas modificagdes estruturais. O composto
metabolicamente mais estavel, isto ¢, BSCu?*, apresentou um valor de LDso previsto na ordem
de 2.450 mg/kg, dentro de um intervalo de idealidade para um indicativo de baixa resposta
toxica por via oral (Gonella Diaza et al, 2015). No entanto, ¢ curioso observar que a
descomplexacdo, ou seja, a formagdo da BSCV reduz a toxicidade aguda para um LDso na
ordem de 3.500 mg/kg, constituindo um principio ativo mais seguro em relagdo ao complexo
metalico (BSCu?"). Em todo caso, substancias com DLsg superior a 2.000 mg/kg (via oral) nesse
modelo podem ser consideradas seguras, na medida em que testes in vivo com doses > 2.000
mg/kg sdo desencorajados e s6 devem ser considerados quando houver uma forte probabilidade
de que os resultados de tais testes tenham uma relevancia direta para a protecdo da saude

humana, animal ou ambiental (Chemicals, 2005).

Figura 14 — Comparagao entre valores de LDso em Rattus norvegicus previstos
para carvacrol (CV), e seus analogos CV aldeido, BSCV e BSCu?', em diferentes

vias de administragdo: oral, intraperitoneal (IP) e intravenoso (IV).
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Fonte: elaborada pelo autor
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5.3 Simulacoes de docking molecular

5.3.1 Modulacgdo do receptor CCK;

Ap6s a série de simulagdes independentes do processo de re-docking com o antagonista
Devazepida e o agonista NN9056, moduladores de CCK, foi possivel observar que os ligantes
interagem com sitio alostérico acoplado a membrana celular que corresponde a estrutura
cristalizada (Figura 15). O receptor CCK; esté presente principalmente nos tecidos do sistema
nervoso periférico ao SNC e em regides discretas do cortex cerebral. A terapia baseada na
descoberta de novos agonistas moduladores desses receptores esta diretamente associada a uma
regulacao mais discreta de funcdes cerebrais (Jaronczyk; Walory, 2022).

O antagonista Devazepida, com ajuste estatistico de encaixe dentro do ideal (RMSD <
2.0 A) (Yusuf et al., 2008), realiza interacdes de hidrogénio com o residuo de Asn333 e Asn98,
Thr117, principalmente através da sua estrutura heteroalifatica de amida, e uma série de
interacdes hidrofobicas com residuos de aminoacido de cadeia lateral aromatica, que incluem
Phel07, Tyr176, Phel98, Trp326 ¢ Phe330, com forte contribuigdo das suas subestruturas
aromaticas de isoquinolina e anéis de benzeno ligadas ao anel heteroalifatico (Figura 15a),
indicando que novos agonistas do receptor CCK; competem pelo sitio de atividade do
antagonista, que atua impedindo a ligagcdo destes compostos. Quando avaliadas as interagdes
do agonista NN9056, foi possivel observar interagdes em comum com o benzodiazepinico,
associado aos residuos de Asn98, Phel07, Tyr176 e Argl97 (Figura 15b). Vale destacar que a
extensao do peptideo se liga ao sitio alostérico do receptor CCK| com um total de 6 interagdes
de hidrogénio com distancias < 3.0 A, indicando uma maior forca de interagdo ligante-receptor

(Imberty et al., 1991), com os residuos de Asn98, Asn102, Asn102, Metl21, Tyr176 e Arg336.
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Figura 15 — Visualizagao tridimensional do encaixe do a antagonista devazepida e do

b peptideo agonista NN9056 moduladores do sitio alostérico do receptor CCK.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Ao fim do ciclo de 50 simulagdes independentes de 20 poses cada para cada um dos
analogos do CV, foi possivel observar que o ligante CV foi o Uinico a interagir com residuos do
sitio de modulagdo alostérica em comum com o agonista (Figura 16a), que incluem I1e329 e
Leu356, além de uma forte intera¢do de hidrogénio com o residuo de Asn333, com distancia
calculada de 2.18 A, e uma interaciio m-cation com o residuo de Arg336, com distancia calculada
de 3.68 A (Tabela 3), com uma ordem de energia livre calculada de -6.003 kcal/mol (Figura 17).
Embora os andlogos sigam uma melhor ordem de energia livre, dentro do intervalo ideal de AG
< -6.0 kcal/mol (Shityakov; Foerster, 2014), com destaque para o complexo BSCu?*" com
energia livre calculada de -9.21 kcal/mol, sdo compostos que tendem a interagir com a proteina-
G acoplada ao receptor CCK |, onde predominam interagdes hidrofoébicas com os residuos de
aminoacidos de cadeia lateral aromatica de Tyr1257, Tyr1263 e Trpl1377 e interagdes de
hidrogénio com fracdes nitrogenadas dos residuos de Thr1260, Glul261 e Argl384 (Figura
16b).



Figura 16 — Visualizacdo tridimensional das interag¢des dos ligantes a CV,

b CV aldeido (verde), BSCV (laranja) e BSCu** (roxo) para CCK;
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 17 — Gréfico de energia de afinidade dos ligantes ao fim das
simulagdes de docking molecular frente ao receptor CCK;. As barras em

vermelho indicam os ligantes, controle e as barras em preto sdo os analogos
do CV
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.3.2 Modulacgdo do receptor CCK:

Pertencente a classe dos receptores membranares acoplados a proteina G intracelular, os
receptores CCK> sdo amplamente distribuidos no SNC e possuem uma forte correlagdo com o
efeito nociceptivo. A terapia baseada na inibi¢ao deste alvo, apesentando um sitio receptor do
peptideo hormonal Gastrina, estd fortemente relacionada a diminui¢do dos efeitos da dor
cronica por doengas subjacentes e ao transtorno de ansiedade (Jaronczyk; Walory, 2022;
Kunamneni et al., 2019). A estrutura proteica do CCK. foi cristalizada para a investigagdao de
novos ligantes moduladores de seu mecanismo de ligacao, empregando técnicas de modelagem
molecular, como o docking molecular e o reconhecimento molecular, com o objetivo de elaborar
novos farmacos antinociceptivos (Kunamneni et al., 2023).

No processo de re-docking com o agonista peptidico hormonal Gastrin, foi possivel
notar que o ligante interage com os residuos de aminoacido do sitio de ligacao correspondente
a estrutura cristalizada por microscopia eletronica do receptor CCKo>, que incluem interagdes
essencialmente hidrofobicas com aminoacidos de cadeia ramificada de Vall38, Leu222 ¢
Val349, caracterizadas como fracas pelas distancias calculadas >3.6 A, e com o residuo

aromatico de Tyr350 (Figura 18a), além de interagdes de hidrogénio mais fortes com Arg57,
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Asnl15 e His376, com distancias calculadas em torno de 2.4-3.1 A (Tabela 3). Na anélise do
docking molecular envolvendo os andlogos modificados de CV, foi possivel observar que o CV

aldeido e a BSCV mostraram interagcdes em comum com o peptideo associado aos residuos de

aminodacido Tyr189, Val138 e Leu222 (Figura 18b).

Figura 18 — Visualizagdo tridimensional das interacdes do a agonista Gastrina e dos
ligantes b CV (cinza), CV aldeido (verde), BSCV (laranja) e (¢) BSCu?* (roxo) para
CCKa.
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Neste teste, o ligante BSCV obteve a menor ordem de AG ao se ligar no sitio de ligagdo
do receptor CCK>, inferindo a melhor energia de afinidade para formagao do complexo BSCV-
CCK3, com valor calculado de -7.275 kcal/mol (Figura 19), destacando interacdes de
hidrogénio de for¢a moderada com o grupo fenol da Tyr189 (3.52 A) e com o grupo amida do
Asn353 (2.70 A) (Imberty et al., 1991), e uma interagio de empilhamento-r perpendicular (em
forma de T) entre o anel aromatico do residuo de Tyr189 com contribui¢cdo do fenol substituido
do ligante, regido de maior perfil hidropatico (Figura 20). Aqui, apenas o complexo metélico

BSCu?" interagiu com a proteina-G acoplada ao receptor (Figura 18c), embora que com a
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melhor ordem de energia livre (AG = -7.983 kcal/mol) (Figura 19), constituindo o ligante menos

promissor a modulagdo da atividade do receptor CCK; no SNC.

Figura 19 — Grafico de energia de afinidade dos ligantes ao fim das
simulagdes de docking molecular frente ao receptor CCK;. As barras em
vermelho indicam os ligantes controles ¢ as barras em preto sdo os analogos

do carvacrol (CV)
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Figura 20 — Detalhes das interagdes em comum do ligante BSCV com o
agonista Gastrina e perfil hidropatico dos residuos de aminoacido Tyrl89 e

Asn353.
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Tabela 3 — Detalhes das interagdes entre os analogos de CV e os receptores CCK; e CCK> a

partir de simulagdes de docking molecular

Alvo Composto RMSD Interacoes
(A) Tipo Residuo Distancia (A)

CCK Devazepide* 1.841 Hidrogénio Asn98 2.58
Hidrogénio Asn333 2.94

Hidrofébica Pro101 3.57

Hidrof6bica Phel07 3.84

Hidrof6bica Trp326 3.74

Hidrof6bica [1e329 3.65

Hidrof6bica Phe330 3.53

Hidrofdbica Phe330 3.42

NN9056* 1.768 Hidrogénio Ans98 2.65
Hidrogénio Asn98 3.31

Hidrogénio Asnl02 2.11

Hidrogénio Asnl102 2.78

Hidrogénio Metl21 2.57

Hidrogénio Tyrl176 2.07

Hidrogénio Arg336 2.99

Hidrogénio Ser348 3.53

Hidrofébica Lys105 3.52

Hidrofébica Lys105 3.86

Hidrofébica Phel07 3.86

Hidrof6bica Phel07 3.74

Hidrof6bica [1e329 3.47

Cv 0.904 Hidrogénio Asn333 2.18
n-cation Arg336 3.68

Hidrofébica Arg336 3.82

Hidrof6bica Ala343 3.51

Hidrofébica Leu347 3.40

Hidrofébica [le352 3.44

CV aldeido 1.507 Hidrofébica Asp1259 3.63
Hidrofébica Glul261 3.82

Hidrofébica Thr1265 3.70

Hidrofébica Leul271 3.58

Hidrofoébica Glnl1344 3.93



CCK:

BSCV

BSCu**

Gastrina*

Cv

1.379

1.503

1.589

1.478

Hidrogénio
Hidrogénio
Hidrogénio
Hidrofébica
Hidrofdbica
Hidrofdbica
Hidrogénio
Hidrogénio
Hidrogénio
m-cation
m-cation
Hidrofdbica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrogénio
Hidrogénio
Hidrogénio
Hidrogénio
Hidrofébica
Hidrofdbica
Hidrofdbica
Hidrofdbica
Hidrofdbica
Hidrofébica
Hidrogénio
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofdbica

Thr1260
Thr1260
GIn1344
Tyr1257
Tyr1263
Leul271
Thr1260
GIn1344
Glu1250
Argl384
Argl1384
Aspl1259
Glul261
Tyr1263
Thr1265
Leul271
GIn1344
Arg57
Asnll15
Tyr189
His376
Val138
Vall38
Leu222
Leu222
Val349
Tyr350
Tyr189
Leul0O3
Val138
Val138
Val138
Tyr189
Leu222
Trp346
Trp346

2.29
2.40
2.35
3.64
3.53
3.72
2.32
2.95
3.69
5.58
5.26
3.85
3.72
3.77
3.82
2.97
1.89
243
3.14
3.53
3.12
3.61
3.67
3.63
3.86
3.67
3.94
2.20
3.54
3.83
3.48
3.99
3.89
3.51
3.44
3.71
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CV aldeido 1.267 Hidrogénio Tyr189 2.63

Hidrofébica Leul03 342
Hidrofébica Val138 3.99
Hidrofébica Val138 345
Hidrof6bica Leu222 3.36
Hidrof6bica Trp346 3.46
Hidrofébica Trp346 3.75
Hidrof6bica Val349 3.51
BSCV 1.407 Hidrogénio Tyr189 3.52
Hidrogénio Tyr189 3.45
Hidrogénio Asn353 2.70
Empilhamento ©  Tyr189 5.25
Hidrofébica Trp218 3.67
Hidrofébica Leu222 3.49
Hidrofébica Trp346 3.84
Hidrofébica Val349 3.64
Hidrofébica Tyr380 3.98
BSCu* 1.956 Empilhamento 1 His62 4.52
Hidrofébica Trp63 3.71
Hidrof6bica Leul92 3.72
Hidrof6bica Val320 3.56

*Ligantes e controle utilizados como comparativo nas simula¢des de docking molecular.
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6 CONCLUSAO

A triagem virtual baseada na estrutura revelou que os andlogos sintéticos do CV tém
potencial promissor para tratar dor trigeminal, devido a sua semelhanga estrutural com outros
compostos que modulam os receptores CCK, no sistema nervoso periférico, e CCK», no SNC.
Além disso, a analise ADME, com foco na MPO, indicou que essas substancias tém uma ampla
distribuicao pelo SNC, especialmente a BSCu?", a qual apresentou uma correlagdo mais
favoravel entre as propriedades farmacocinéticas e a seguranca da atividade no SNC. No
entanto, ¢ importante considerar que a BSCV possui alta permeabilidade passiva e um alto
volume de distribuicdo no cérebro. Apesar disso, esse ligante também demonstrou uma
interacao farmacodinamica mais positiva com o receptor CCK», tornando-o promissor para o
tratamento da dor cronica.

A partir dos dados obtidos, podemos concluir que os analogos sintéticos do carvacrol,
BSCu*" e BSCYV, potenciais antagonistas em receptores CCK» presentes nos neurdénios dos
ganglios trigeminal e espinhal, podem competir com a CCK, potencializando, indiretamente, o
efeito de opioides no controle da dor trigeminal.

Os resultados obtidos in silico abrem novas perspectivas para a compreensao dos
possiveis mecanismos de a¢do dos andlogos do carvacrol sobre a modulagio da dor trigeminal.
Sob a 6tica da investigagdo médico-translacional, este trabalho reforga a importincia de estudos
dessa natureza como etapa inicial e fundamental da fase pré-clinica, lancando luz para

investigacdes subsequentes in vitro e in vivo que substanciem a hipdtese enunciada.
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