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RESUMO

A dor e a inflamacdo constituem processos biologicos centrais para a homeostase, porém,
quando persistentes, podem se associar a limitagao funcional e impacto clinico relevante. Nesse
contexto, a taxifolina (di-hidroquercetina), um flavanonol de ocorréncia natural, tem sido
investigada como candidata com potencial farmacologico multitarget. O estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria da taxifolina por meio de
estratégias in silico zebrafish (Danio rerio) adulto e in silico (triagem virtual/docking e predi¢ao
ADMET). No eixo in silico, foram conduzidos triagem virtual e docking com o AutoDock Vina,
utilizando alvos moleculares associados a nocicepcao e inflamagdo (TRPV1, TRPA1, TRPMS,
ASIC, receptor NMDA e COX-2), com geracao de nove poses por complexo, selecao por
energia/posicionamento e analise estrutural em PyMOL e Discovery Studio; o perfil
farmacocinético/toxicoldgico foi estimado por DataWarrior e pkCSM. Adicionalmente, foi
realizada uma triagem comparativa envolvendo AINEs e a taxifolina frente as ciclooxigenases
(COX-1/COX-2). No eixo in vivo, zebrafish adultos foram pré-tratados por via oral com
taxifolina (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) e avaliados em modelos de nocicepgao induzida por
formalina (TRPAL1), salina hipertonica corneal (TRPV1), e mentol (TRPMS), além de modelo
com LPS; o envolvimento mecanistico foi testado com antagonistas seletivos (capsazepina,
HC-030031, ketamina e AMTB), com quantificagdo comportamental por atividade
locomotora/cruzamentos de linha. A taxifolina apresentou seguranga inicial no modelo, sem
mortalidade até 1,0 mg/mL e com CLso estimada acima da faixa testada, além de ndo alterar a
atividade locomotora em condig¢des basais. Observou-se efeito antinociceptivo em diferentes
modelos: no teste da formalina, houve inibi¢cdo na fase neurogénica em todas as concentragdes
e efeito na fase inflamatoria principalmente na maior dose. Na nocicepcao corneal por salina
hipertonica, o efeito foi compativel com participagdo de TRPV1, uma vez que a capsazepina
preveniu a resposta. No modelo por LPS, verificou-se inibi¢do do comportamento nociceptivo,
com prevencdo pelo antagonista TRPA1 (HC-030031). A taxifolina também reduziu a
nocicep¢ao induzida por glutamato, e a ketamina preveniu seu efeito, sugerindo participagdo
do receptor NMDA. No modelo com mentol, a resposta foi preveninda por AMTB, indicando
envolvimento de TRPMS. Na abordagem in silico para COX, a taxifolina demonstrou
afinidades de ligagdo competitivas frente a COX-1 e COX-2 em comparacao com farmacos de
referéncia, com perfil ADMET descrito como favoravel no estudo. Em conjunto, os achados
sustentam que a taxifolina apresenta um perfil antinociceptivo e anti-inflamatério em zebrafish
adulto, com evidéncias de acdo multimodal envolvendo TRPV1, TRPA1, TRPMS8 e NMDA,
além de suporte por andlises in silico em alvos relacionados a inflamagao.

Palavras-chave: Taxifolina; Flavonoides; Dor; Inflamacao; Zebrafish; In silico; In vivo.



ABSTRACT

Pain and inflammation are central biological processes for homeostasis; however, when
persistent, they may be associated with functional limitation and clinically significant impact.
In this context, taxifolin (dihydroquercetin), a naturally occurring flavanonol, has been
investigated as a candidate with multitarget pharmacological potential. This study aimed to
evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory activity of taxifolin using in vivo (adult
zebrafish) and in silico (virtual screening/molecular docking and ADMET prediction)
approaches. In the in silico arm, virtual screening and molecular docking were performed with
AutoDock Vina, targeting molecular components related to nociception and inflammation
(TRPV1, TRPA1, TRPMS, ASIC, the NMDA receptor, and COX-2). For each complex, nine
poses were generated, followed by selection based on binding energy and pose geometry, and
structural inspection using PyMOL and Discovery Studio. Pharmacokinetic/toxicological
properties were predicted using DataWarrior and pkCSM. In addition, a comparative screening
was conducted including NSAIDs and taxifolin against cyclooxygenases (COX-1/COX-2). the
in vivo arm, adult zebrafish were orally pretreated with taxifolin (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL)
and evaluated in nociception models induced by formalin (TRPAT1), hypertonic corneal saline
(TRPV1), menthol (TRPMS), as well as in an LPS-based model. Mechanistic involvement was
assessed using selective antagonists (capsazepine, HC-030031, ketamine, and AMTB), with
behavioral quantification based on locomotor activity/line-crossing measures. Taxifolin showed
an initial safety profile in this model, with no mortality up to 1.0 mg/mL and an estimated LCso
above the tested range, and it did not alter baseline locomotor activity. Antinociceptive effects
were observed across different paradigms: in the formalin test, inhibition occurred in the
neurogenic phase at all concentrations, with effects in the inflammatory phase mainly at the
highest dose. In hypertonic corneal saline-evoked nociception, the effect was consistent with
TRPV1 involvement, as capsazepine prevented the response. In the LPS model, nociceptive
behavior was inhibited and this effect was prevented by the TRPA1 antagonist HC-030031.
Taxifolin also reduced glutamate-induced nociception, and ketamine prevented its effect,
suggesting NMDA receptor involvement. In the menthol model, the response was prevented by
AMTB, indicating TRPMS8 involvement. In the COX-focused in silico assessment, taxifolin
exhibited competitive binding affinities toward COX-1 and COX-2 compared with reference
drugs, with an ADMET profile described as favorable in this study. Taken together, these
findings support that taxifolin displays an antinociceptive and anti-inflammatory profile in adult
zebrafish, with evidence of multimodal action involving TRPV1, TRPA1, TRPMS, and NMDA,
further supported by in silico analyses targeting inflammation-related pathways.

Keywords: Taxifolin; Flavonoids; Pain; Inflammation; Zebrafish; In silico, In vivo.
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1 INTRODUCAO

A dor e a inflamagdo sdo respostas fisioldgicas essenciais que sinalizam danos ao
organismo e ativam mecanismos de reparo tecidual. No entanto, quando persistem ou se tornam
desreguladas, deixam de exercer papel protetor e passam a gerar sofrimento e limitacao
funcional. Estima-se que mais de 1,5 bilhdo de pessoas em todo o mundo vivam com dor

cronica, frequentemente associada a doencgas inflamatorias (Mili ef al., 2024; Kaur e Kaushik,

2024).

Os tratamentos farmacoldgicos convencionais, como anti-inflamatorios nao esteroides
(AINEs), corticosteroides e opioides, apresentam eficadcia comprovada, mas o uso prolongado
desses medicamentos pode resultar em efeitos adversos graves, incluindo ulceras gastricas,
lesdo hepatica, tolerancia farmacologica e dependéncia (Prata et al., 2020). Essas limitagdes
tém impulsionado a busca por alternativas teraputicas mais seguras e eficazes, destacando-se
moléculas de origem natural, especialmente os flavonoides, que demonstram marcada atividade

anti-inflamatoria e acdo antioxidante (Zhang et al., 2022).

A Taxifolina, também conhecida como di-hidroquercetina, ¢ um flavanonol presente
em diversas espécies vegetais. Estudos in vitro e in vivo sugerem que a taxifolina pode modular
processos inflamatdrios por meio da inibigao da COX-2, da reducdo da liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias, como TNF-a e 1L-6, e da diminui¢do do estresse oxidativo celular, esses
efeitos indicam uma dupla atuagao, anti-inflamatoria e antioxidante, particularmente relevante
no contexto da dor cronica, em que multiplas vias fisiopatologicas estdo envolvidas. (Prata et

al., 2020; Zhang et al., 2022).

A compreensdo dos mecanismos moleculares da dor, como a ativagao dos canais TRP
e a inducdo da COX-2, ¢ crucial para investigar o potencial terapéutico de compostos como a
taxifolina. Canais TRP, como TRPV1 e TRPAI, detectam estimulos nocivos ¢ modulam a
transmissdo sensorial em niveis periféricos e centrais (Behrendt, 2019; Iftinca, 2020).
Simultaneamente, a COX-2 intensifica a nocicepg¢ao por meio da producao de prostaglandinas,
promovendo sensibilizagdo periférica e central (Shi, Lindholm e Sarna, 2013). A integracao
desses mecanismos oferece um panorama fisiopatologico que sustenta o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas mais especificas e seguras.
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Modelos experimentais alternativos, como o Zebrafish (Danio rerio), tém se
consolidado como ferramentas valiosas para o estudo de compostos bioativos com potencial
antinociceptivo ¢ anti-inflamatério. Essa espécie apresenta rapido desenvolvimento
embrionario, baixo custo de manutengdo, corpo transparente que permite a observagao celular
direta e similaridade genética com humanos (Prata et al., 2020; Zhang et al., 2022). Estudos
demonstraram que o Zebrafish responde a analgésicos cléssicos, como morfina ¢ AINEs, de
forma dose-dependente, indicando a presenca de circuitos nociceptivos funcionais. (Koga et
al., 2023). Outrossim, protocolos validados permitem avaliar tanto a eficidcia quanto a
toxicidade de compostos naturais, tornando o modelo adequado para triagem de flavonoides
como a taxifolina, com relevancia translacional e respeito aos principios éticos de reducao e

substitui¢do de animais (Koga et al., 2023).

Apesar do crescente interesse em flavonoides com potencial anti-inflamatério, hd uma
lacuna significativa quanto a avaliagdo integrada da taxifolina com abordagens in silico e
modelos in vivo alternativos. Poucos estudos exploram seu potencial antinociceptivo de forma
sistemadtica, o que justifica novas investigacdes que combinem simulagdes computacionais com
experimentaciao em Zebrafish, visando gerar evidéncias robustas sobre sua eficacia e seguranga

terapéutica (Kaur e Kaushik, 2024; Paiva, 2021).
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1.1 Justificativa

A dor e a inflamagdo constituem condi¢des clinicas de elevada prevaléncia e impacto,
afetando milhdes de pessoas em todo o mundo e comprometendo diretamente a qualidade de
vida. Embora os tratamentos farmacoldgicos convencionais, como anti-inflamatérios nao
esteroides e opioides apresentem eficacia comprovada, seu uso prolongado esta associado a
importantes limitagdes, incluindo toxicidade hepatica e gastrintestinal, risco de dependéncia e
eficacia reduzida em terapias de longo prazo (Raja et al., 2020). Nesse contexto, evidencia-se
a necessidade de novas alternativas terap€uticas mais seguras ¢ com menor perfil de efeitos

adversos.

Diante dessa lacuna, compostos naturais, em especial os flavonoides, tém despertado
crescente interesse na pesquisa farmacoldgica, em razao de suas propriedades antioxidantes,
imunomoduladoras, anti-inflamatorias e analgésicas. Entre eles, destaca-se a Taxifolina, um
flavanonol encontrado em diversas espécies vegetais. Apesar de estudos preliminares indicarem
seu potencial em modular mediadores pro-inflamatdrios e vias associadas a nocicepgao, a
literatura ainda carece de investigagdes sistematicas que confirmem sua eficdcia e seguranca

em modelos experimentais relevantes (Ferraz et al., 2020; Al-khayri 1 et al., 2022)

Para responder a essa demanda cientifica, o uso do Zebrafish (Danio rerio) como
modelo experimental apresenta-se como uma alternativa metodologica de grande valor. Esse
organismo retine vantagens translacionais, como alta homologia genética com humanos, baixo
custo, facil manejo e protocolos comportamentais ja validados para avaliacdo da dor e da

inflamagao.

Nesse cenario, a integracao de analises in silico e in vivo amplia ainda mais a robustez
da investigagdo, permitindo explorar simultaneamente os mecanismos moleculares da
taxifolina, prever propriedades farmacocinéticas e toxicologicas e avaliar de forma

experimental sua eficdcia e seguranca.

Embora o presente estudo busque integrar abordagens in silico e in vivo para investigar
0 potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio da taxifolina, algumas limitagdes devem ser
consideradas. A utilizacdo do modelo experimental em zebrafish, apesar de amplamente
validada e reconhecida por sua relevancia translacional, ndo substitui completamente a
complexidade fisiologica observada em modelos de mamiferos e em estudos clinicos em
humanos. Além disso, as andlises in silico baseiam-se em predicdes computacionais que

necessitam de validacdo experimental adicional para confirmacao definitiva dos mecanismos
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moleculares envolvidos. Nesse sentido, os resultados obtidos neste trabalho devem ser
interpretados como evidéncias iniciais que contribuem para o avango do conhecimento sobre o
potencial farmacologico da taxifolina. Assim, espera-se que esta investigagdo sirva como base
cientifica e subsidio para estudos futuros mais aprofundados, incluindo ensaios pré-clinicos
adicionais e pesquisas translacionais que possam ampliar a compreensdo ¢ a aplicagdo

terapéutica desse composto.

1.2 Hipoteses

H1: A Taxifolina interage com alvos moleculares antinociceptivos e anti-inflamatorios,

apresentando perfil farmacologico favoravel e baixa toxicidade em analises in silico.

H2: A administracdo de Taxifolina em zebrafish reduz significativamente os comportamentos
nociceptivos e os marcadores inflamatorios, apresentando eficacia comparavel a de farmacos

convencionais.

1.3  Questao de Pesquisa

A Taxifolina apresenta propriedades antinociceptivas e anti-inflamatérias eficazes e seguras
quando avaliado por abordagens in silico e in vivo em modelo de Zebrafish (Danio rerio)

adulto?
14 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio da Taxifolina, um flavonoide

de plantas medicinais, utilizando modelos in silico e in vivo em Zebrafish (Danio rerio) adulto.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Realizar uma revisdo da literatura sobre os principais alvos moleculares relacionados a
nocicepc¢ao e a inflamagao.

2. Identificar alvos moleculares relacionados a nocicep¢ao e a inflamagdo com potencial
interacao com a Taxifolina.

3. Investigar a intera¢do da Taxifolina com alvos moleculares associados a nocicepgdo e
inflamagao.

4. Caracterizar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicologicas da
taxifolina.

5. Avaliar o potencial antinociceptivo, anti-inflamatorio e o perfil toxicologico da Taxifolina

nos zebrafish adultos (Danio rerio).
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1.5  Estrutura da Dissertaciao

Esta dissertagdo estd organizada em cinco capitulos, estruturados de forma a apresentar
progressivamente o contexto teorico, os procedimentos metodologicos e os resultados da

pesquisa.

O Capitulo 1 corresponde a introdugao do estudo, apresentando a contextualizagao do
problema de pesquisa, a justificativa cientifica, as hipoteses, a questdo de pesquisa e os

objetivos que orientam a investigagao.

O Capitulo 2 apresenta a revisdo de literatura, abordando os principais conceitos
relacionados a dor e a inflamacao, os mecanismos moleculares envolvidos na nocicep¢ao, com
destaque para os receptores TRP e as enzimas ciclooxigenases, bem como a utilizagdo do
zebrafish (Danio rerio) como modelo experimental em estudos farmacologicos. Também sao
discutidos os flavonoides e seu potencial terapéutico, com énfase na taxifolina e nas abordagens

de triagem virtual aplicadas a investigacdo de compostos bioativos.

O Capitulo 3 descreve os materiais € métodos empregados no estudo, detalhando os
procedimentos experimentais adotados nas abordagens in silico e in vivo, incluindo as
estratégias de triagem virtual, acoplamento molecular, predicio de propriedades
farmacocinéticas e toxicologicas, bem como os protocolos experimentais realizados em

zebrafish adulto para avaliagdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria.

O Capitulo 4 apresenta os resultados obtidos na pesquisa, organizados em formato de
artigos cientificos, nos quais sdo descritas as andlises computacionais e os achados

experimentais relacionados ao potencial farmacologico da taxifolina.

Capitulo 5 retine as consideragdes finais da dissertacdo, sintetizando os principais
resultados do estudo e discutindo suas contribui¢des para o avango do conhecimento na area de

dor, inflamagao e farmacologia de produtos naturais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

De acordo com a defini¢do mais recente da International Association for the Study of
Pain (IASP), a dor ¢ caracterizada como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano (Raja ez al., 2020).
Trata-se de um importante problema de saude publica, que exige uma abordagem ampla e
multidisciplinar, ja4 que sua presenca impacta diretamente a qualidade de vida dos pacientes
(Messias, 2020). O modo como a dor ¢ vivenciada depende de multiplos fatores, como
intensidade, duragdo, carga emocional, significado atribuido a experiéncia, doenga de base e
caracteristicas individuais (Fillingim, 2017). Diante disso, a investigacao sobre os mecanismos

envolvidos na dor permanece fundamental.

Nesse contexto, um dos aspectos mais relevantes diz respeito a sua classificacao de
acordo com o tempo de durag¢do. A forma aguda estd relacionada a um inicio subito, de curta
duragdo, geralmente associada a uma condi¢do nociva que sinaliza perigo ao organismo
(Feizerfan; Sheh, 2015). Ja a dor cronica caracteriza-se pela persisténcia além de trés meses,
indicando frequentemente processos patologicos mais complexos e sustentados (Kuner et al.,

2021).

Além da dimensdo temporal, a dor pode ser compreendida também sob o ponto de
vista fisiopatoldgico, sendo subdividida em trés grandes categorias: nociceptiva, neuropatica e
nociplastica. A dor nociceptiva ocorre em resposta a estimulos ambientais nocivos mecanicos,
térmicos ou quimicos detectados por nociceptores, que ativam receptores especificos
responsaveis pela sensagdo dolorosa (Khan, 2019). Estudos recentes destacam que tais
nociceptores sdo alvos promissores para novas terapias contra dor cronica, devido a sua
sensibilizacdo, localizacao fora da barreira hematoencefalica e relativa seletividade (Dubin et

al,, 2010).

Em contrapartida, a dor neuropatica resulta de lesdes ou disfunc¢des no sistema nervoso
somatossensitivo (Finnerup, 2021). J& a dor nociplastica caracteriza-se pela auséncia de dano
tecidual identificavel que explique a ativacdo dos nociceptores, estando presente em condigdes
de dor cronica, como fibromialgia, cefaleias, disfuncdes temporomandibulares e lombalgias
(Raja et al., 2020). Esse tipo de dor decorre de alteracdes no processamento da informagao
nociceptiva, provavelmente relacionadas a sensibilizagdo central, que intensifica a transmissao

neural e modifica os mecanismos de modulagdo da dor, culminando em hipersensibilidade,
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Frequentemente, ¢ acompanhada por comorbidades, como distlrbios do sono, fadiga, alteragdes

cognitivas e disfun¢des do humor (Fitzcharles et al., 2021).

2.1 Dor Inflamatoria

Entre os diferentes tipos de dor, destaca-se a dor inflamatoria, que constitui um subtipo
relevante da dor nociceptiva, resultante da ativagdo dos nociceptores em resposta a processos
inflamatérios. Nessa condicdo, a liberagdo de mediadores pro-inflamatérios, como
prostaglandinas, bradicinina, citocinas € quimiocinas, aumenta a excitabilidade das fibras
nociceptivas periféricas, promovendo a sensibilizacdo primaria, Esse fenomeno amplifica os
sinais dolorosos, gerando um limiar de ativacao reduzido, de forma que estimulos antes in6cuos

passam a ser percebidos como dolorosos (Raja et al., 2020).

Convém destacar, entretanto, que a dor inflamatoéria ndo se restringe apenas ao local
da lesdo ou inflamacdo. Ela envolve também a sensibilizagdo central, que ocorre quando os
neurdnios do sistema nervoso central passam a responder de maneira exacerbada aos estimulos
aferentes periféricos. Essa plasticidade neural, embora inicialmente protetora, contribui para a
manuten¢do de estados dolorosos persistentes quando a inflamagao se prolonga (Kuner et al.,

2021).

Como consequéncia, esse tipo de dor ¢ comumente observado em doengas cronicas
inflamatodrias, como artrite reumatoide, osteoartrite, doenca inflamatoéria intestinal ¢ condi¢des
autoimunes em geral. Nessas situagdes, a persisténcia da inflamagdo perpetua o ciclo de
sensibilizacdo periférica e central, transformando a dor em um fator debilitante que compromete

a funcionalidade e a qualidade de vida dos pacientes (Fillingim, 2017; Messias, 2020).

2.2 Receptores TRPs e enzimas envolvidas

Os canais do potencial receptor transitério (TRP) constituem uma superfamilia de
canais catidnicos nao seletivos que atuam como sensores celulares de estimulos térmicos,
quimicos, mecanicos e osmoticos. No contexto da dor, sua importancia decorre da capacidade
de converter estimulos potencialmente lesivos em sinais elétricos, participando da transducao
e da modulacdo da nocicepcao em diferentes sistemas sensoriais. Dessa forma, a discussao dos
TRP ¢ central para a sua dissertagcdo, pois oferece a base molecular para compreender como
processos inflamatorios e estimulos algogénicos desencadeiam respostas dolorosas e, a0 mesmo
tempo, revela alvos farmacologicos potencialmente modulaveis por compostos bioativos, como

a Taxifolina (Luo et al,, 2021, Pérez de Vega et al., 2016).
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O entendimento da transdugdo sensorial da dor em nivel molecular tem avangado
consideravelmente, impulsionado, em parte, pela descoberta e caracterizagdo funcional dos
canais TRPs (Luo ef al., 2021). Esses canais sdo expressos em diversas estruturas orofaciais,
incluindo neurénios do ganglio trigeminal, odontoblastos, vasos sanguineos, células
imunologicas e células-tronco mesenquimais (Hargreaves e Ruparel, 2016). Na realidade, sua
expressdo abrange praticamente todos os tipos celulares conhecidos. Eles sdo agrupados em
seis subfamilias, de acordo com a sequéncia de aminoacidos: TRPV (vaniloide), TRPM
(melastatina), TRPA (anquirina), TRPML (mucolipina), TRPP (policistina) e TRPC (candnico)
(Pereira, 2014).

Nessa logica, os nociceptores exercem papel crucial ao detectar estimulos
potencialmente prejudiciais, como calor intenso, pressao mecanica ou agentes quimicos, em um
processo denominado nocicep¢do. Os canais TRP participam diretamente desse mecanismo,
contribuindo para a transmissao sensorial tanto em niveis periféricos quanto centrais (Behrendt,
2019). A modulacdo desses canais tem se destacado como uma estratégia promissora no manejo
de diferentes condi¢des dolorosas (Jansen ef al., 2019). Especificamente, alguns canais, como
TRPV1 e TRPA1 ¢ TRPMS8 sdo ativados por estimulos nociceptivos, tornando-se alvos

potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos antinociceptivos (Iftinca, 2020).

2.2.1 Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide 1 (TRPV1)

Entre os TRPs, o TRPV1 ¢ um dos mais estudados e foi o primeiro receptor vaniloide
a ser caracterizado (Oliveira et al., 2020). Trata-se de um canal catidnico nao seletivo, sensivel
a calor, queda de pH e substancias exogenas, como a capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-
nonanamida), isolada da pimenta vermelha (Capsicum sp.), bem como outras toxinas vegetais,
destacando-se a resiniferatoxina por sua alta poténcia (Oliveira et al, 2020). A a¢do da
capsaicina ¢ explicada tanto por efeitos excitatorios quanto por dessensibilizacdo de
nociceptores polimodais (Parisi, 2016). TRPV1 estd amplamente distribuido em neurdnios
sensoriais do ganglio da raiz dorsal e em fibras aferentes primarias do tipo Ad e C,
desempenhando func¢des centrais na modulacdo da dor, neurogénese e termorregulacao
(Morgan, 2019; Alawi et al., 2015). Estudos demonstram que antagonistas de TRPV1 podem
reduzir a nocicepcao em modelos animais de inflamacgdo, osteoartrite € neuropatia (Pereira,

2014).

A modulacao farmacoldgica de TRPV1 por antagonistas tem sido intensamente

investigada como estratégia para o manejo da dor, especialmente em condig¢des inflamatorias e
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neuropaticas. Revisdes recentes mostram que diversos antagonistas de pequena molécula foram
desenvolvidos e testados em modelos pré-clinicos e ensaios clinicos, demonstrando efeito
antinociceptivo robusto; contudo, muitos desses compostos de primeira geracdo foram
associados a eventos adversos relevantes, como hipertermia e alteragdo da percepgao térmica,

o que limitou sua progressao clinica (Iftinca, 2020).

Em resposta a essas limitagdes, novas geracdes de antagonistas t€ém sido desenhadas
com maior seletividade e perfis de seguranga mais favoraveis, incluindo moléculas com agao
preferencial periférica ou com modulagdo parcial do canal. Um recente antagonista do TRPV1
SAF312 (Libvatrep), cujo mecanismo de inibi¢do foi caracterizado por estudos estruturais de
alta resolu¢do, evidenciando o modo de ligacdo ao canal e a interacdo com colesterol (Fan et
al., 2024), além de dados de farmacologia e toxicologia ocular que refor¢am seu potencial

terapéutico em condi¢des dolorosas de superficie ocular (Mogi ef al., 2023).

2.2.2 Receptor de Potencial Transitorio Anquirina do tipo 1 (TRPA1)

Seguindo na andlise dos canais relacionados a nocicepg¢do, o TRPA1 se destaca como
outro membro relevante da superfamilia TRPs. Ele ¢ expresso principalmente em neuronios
nociceptivos primdrios e ¢ ativado por frio nocivo (Koivisto, 2018). Sua ativagdo ocorre via
modificagdes covalentes em residuos de cisteina, induzidas por agonistas enddgenos, como
fosfolipase C (PLC) ativadas por receptores acoplados a proteina G e espécies reativas de
oxigénio, € por agonistas exdgenos, como 6leo de mostarda, cinamaldeido, alicina e A9-

tetrahidrocanabinol (Macpherson ef al., 2007).

Esse canal estd presente nos ganglios da raiz dorsal, em neur6nios trigeminais € em
uma subpopulacdo de nociceptores ndo mielinizados que co-expressam TRPV1, evidenciando
seu papel na nocicep¢do (Moccia e Montagna, 2023). Estudos mostram que o bloqueio
farmacologico ou a dele¢do genética de TRPA1 diminui a resposta nociceptiva em modelos de

formalina, sugerindo seu potencial como alvo terapéutico para a dor (McNamara et al., 2007).

Os antagonistas de TRPA1 tém se destacado como uma classe promissora de moléculas
para o manejo da dor, pois bloqueiam a ativacdo desse canal por diversos mediadores pro-
nociceptivos envolvidos em condi¢des inflamatorias e neuropéticas. Ao impedir a abertura de
TRPAT1 em terminagdes nociceptivas periféricas e em sinapses centrais da medula espinal, esses
farmacos reduzem o influxo de calcio e a transmissdo de sinais dolorosos, atenuando
hipersensibilidade mecanica, térmica e quimica em diferentes modelos pré-clinicos de dor.

(Abdel-Magid, 2021).
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Evidéncias indicam que antagonistas com acdo predominantemente periférica sao
particularmente eficazes na redu¢ao da hiperalgesia primaria associada a inflamagao tecidual,
enquanto moléculas com boa penetracao no sistema nervoso central parecem mais adequadas
para quadros em que mecanismos de amplificagdo central, como hiperalgesia secundaria e

alodinia tatil, tém papel relevante (Koivisto et al., 2024).

Do ponto de vista do desenvolvimento de farmacos, o cenario recente de patentes
revela grande diversidade estrutural entre os antagonistas de TRPAI1, incluindo pequenas
moléculas heterociclicas otimizadas quanto a poténcia, seletividade e propriedades

farmacocinéticas (Abdel-Magid, 2021)

Revisoes atualizadas descrevem compostos desenvolvidos desde 2020, contemplando
novas aplicagdes terapéuticas para antagonistas ja conhecidos, a identificagao de inibidores de
origem natural e a sintese de novas entidades quimicas com perfis de seguranca mais favoraveis
em relacdo as geracdes iniciais. Além da dor inflamatoria e neuropdtica, cresce o interesse pelo
uso desses antagonistas em outras condigdes associadas a ativagdo exacerbada de TRPA1, como
enxaqueca, tosse cronica e doengas inflamatorias de vias aéreas, reforcando seu potencial como
estratégia analgésica mais especifica e com menor carga de efeitos adversos sistémicos em

comparagdo a tratamentos convencionais (Vitale, de Petrocellis, Amodeo, 2024).

2.2.3 Cicloxigenase-1 e Cicloxigenase-2

Além dos canais TRP, ¢ importante destacar que as enzimas ciclooxigenases (COXs)
também desempenham papel central na modulacao da dor inflamatoéria. Tanto a COX-1 quanto
a COX-2 catalisam a conversdo do 4cido araquidonico em prostaglandinas, que atuam como
potentes mediadores da inflamagdo e da nocicep¢ao. Enquanto a COX-1 ¢ expressa de forma
constitutiva e participa da manutencao de fungdes fisiologicas, como protecdo gastrica e
regulacdo do fluxo sanguineo, a COX-2 ¢ induzida principalmente em resposta a estimulos
inflamatorios, sendo ativada em células imunologicas e em tecidos lesionados (Shi, Lindholm

e Sarna, 2013).

Os principais antagonistas das ciclooxigenases sdo os anti-inflamatorios nao esteroides
(AINEs), que atuam inibindo competitiva ou irreversivelmente os sitios cataliticos de COX-1 e
COX-2, reduzindo a formagdo de prostaglandinas pro-inflamatdrias. A maioria dos AINEs
classicos, como o &cido acetilsalicilico, ibuprofeno, diclofenaco e indometacina, exerce
inibicao ndo seletiva das duas isoformas, o que explica tanto sua eficacia analgésica e anti-

inflamatoria quanto o perfil de efeitos adversos, especialmente gastrointestinais, renais e
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cardiovasculares. Nesse contexto, o desenvolvimento de antagonistas mais seletivos buscou
modular a atividade da via da ciclooxigenase sem comprometer de forma intensa as fungdes
fisiologicas dependentes de COX-1, particularmente a protecdo da mucosa gastrica ¢ a

homeostase plaquetaria. (Vishwakarma e Negi, 2020; Kaur; Singh, 2022).

A partir desse racional, foram introduzidos os inibidores seletivos de COX-2 (coxibes),
desenhados para bloquear preferencialmente a isoforma induzida em contextos inflamatorios,
preservando em maior grau a atividade constitutiva de COX-1. Embora esses farmacos tenham
mostrado menor incidéncia de complicagdes gastrointestinais quando comparados aos AINEs
ndo seletivos, evidéncias posteriores associaram o bloqueio intenso de COX-2 a um aumento
do risco de eventos cardiovasculares, em razao do desequilibrio entre prostaciclina endotelial e

tromboxano plaquetario (Haroun ef al., 2023; Vishwakarma e Negi, 2020).

2.3 Modelos experimentais de dor e inflamacao

O estudo da dor e da inflamagao depende fortemente de modelos experimentais que
permitam compreender os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes e, a0 mesmo tempo,

viabilizem a descoberta de novos alvos terapéuticos ( Lee et al., 2018).

Os modelos animais tradicionais, como roedores, primatas ndo humanos e suinos,
desempenharam um papel essencial na investigagdo biomédica ao longo das ultimas décadas.
No entanto, questdes éticas, limitagdes técnicas e custos elevados tém estimulado a busca por
alternativas que conciliam: relevancia clinica, viabilidade metodologica e alinhamento com os
principios dos 3Rs (Replace, Reduce, Refine) (Canedo et al 2022).

Figura 1: Os principios éticos dos 10 Rs para utilizar o zebrafish como um sistema modelo
em pesquisa.
3Rs classicos 7Rs adicionais
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Cada modelo animal apresenta vantagens especificas, mas também limitagdes que
devem ser consideradas no desenho experimental. Os primatas ndo humanos, como o macaco
(Rhesus), apresentam elevada semelhanga com humanos em termos de sistema nervoso e
resposta imune, sendo amplamente utilizados em pesquisas relacionadas a doengas
neurodegenerativas e inflamacdo sist€émica. Apesar disso, o alto custo, a complexidade do

manejo e as fortes restrigdes éticas limitam seu uso em larga escala (Munster et al., 2020).

De modo semelhante, os suinos oferecem grande proximidade anatémica e metabdlica
com humanos, sobretudo no estudo da dor visceral e inflamagdo. Entretanto, exigem
infraestrutura especializada e investimentos consideraveis, o que dificulta sua ampla adogao
(Yang, Wu, 2018). Essas limitagdes refor¢am a necessidade de modelos alternativos que unam
aplicabilidade cientifica, custo acessivel e maior aceitabilidade ética. Nesse cenario, o Zebrafish
(Danio rerio) vem se destacando como uma ferramenta promissora na pesquisa biomédica, ja
que compartilha aproximadamente 70% ou mais dos seus genes com os humanos, tais como os
genes ortdlogos que sdo genes com fungdes semelhantes e que foram herdados com um

ancestral comum (Howe et al 2013).

2.4 Zebrafish como modelo experimental

O zebrafish (Danio rerio) consolidou-se como um modelo experimental versatil em
pesquisas biomédicas por reunir caracteristicas tipicas de vertebrados com um manejo
relativamente simples e de baixo custo. Trata-se de uma espécie que produz grande numero de
descendentes, apresenta desenvolvimento embrionario rapido e externo € possui embrides €
larvas transparentes, o que permite a observacao direta de processos celulares e teciduais in
vivo. Em conjunto, essas caracteristicas possibilitam acompanhar, em tempo real, eventos como
organogénese, angiogénese e respostas inflamatorias, reduzindo a necessidade de utilizagdo

imediata de modelos mamiferos nas fases exploratorias da pesquisa. (Choi et al., 2021).

Essa aplicabilidade pratica se torna ainda mais relevante quando se consideram os
aspectos translacionais. Estimativas baseadas em andlises gendmicas indicam que cerca de 70%
dos genes humanos possuem pelo menos um ortélogo em zebrafish, e que a maioria dos genes
associados a doencas humanas encontra correspondente nessa espécie, refor¢ando sua
pertinéncia para o estudo de mecanismos de patogénese e de alvos terapéuticos (Adhish;
Manjubala, 2023). Essa homologia genética, associada a conservacao de vias de sinalizacio
envolvidas em inflamacao, dor, metabolismo e doengas neurologicas, confere ao modelo um

forte potencial de extrapolagdo para a fisiologia humana (Choi ef al., 2021).
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A partir dessa base, revisdes recentes destacam que o zebrafish vem sendo utilizado
em uma ampla gama de contextos, incluindo distarbios do desenvolvimento, doengas
neuropsiquiatricas e alteragdes metabolicas, justamente por ser capaz de reproduzir fenotipos
fisiopatologicos complexos de forma reprodutivel. Em modelos de doengas cronicas, diferentes
linhagens mutantes e protocolos experimentais foram desenvolvidos para mimetizar processos
inflamatérios e degenerativos, ampliando o emprego do zebrafish tanto em pesquisa basica

quanto em estudos pré-clinicos (Balde, 2024).

No campo da farmacologia e da nanotecnologia, o zebrafish também se destaca como
plataforma in vivo para avaliacdo de nanomedicines, esse modelo permite investigar, de forma
rapida e economicamente viavel, toxicidade, farmacocinética, biodistribui¢ao e eficacia
terapéutica de formulagdes nanoestruturadas em um vertebrado, reduzindo o nimero de ensaios

iniciais em roedores (Ruchika, Sharma e Saneja, 2022).

Para além das aplicagdes estritamente biomédicas, o zebrafish ¢ amplamente
reconhecido como modelo alternativo em pesquisas ecotoxicoldgicas, essa espécie € sensivel a
diferentes contaminantes ambientais e permite analises em multiplos niveis de organizagdo
bioldgica, desde alteragdes moleculares e genotdxicas até efeitos no desenvolvimento, no
comportamento e na sobrevivéncia. Assim, o zebrafish configura-se como ferramenta relevante
tanto para avaliacdo de risco ambiental quanto para o estudo dos impactos de substincias

quimicas emergentes sobre a saude dos ecossistemas (Braga et al, 2024)

O crescimento do uso do zebrafish em pesquisa tem sido acompanhado por discussdes
bioéticas e pela consolidagao de diretrizes especificas para seu manejo. Santiago e Félix (2024)
abordam aspectos praticos e éticos relacionados ao bem-estar de embrides e adultos, destacando
a necessidade de critérios rigorosos de anestesia, eutanasia e planejamento experimental, em
consonancia com os principios dos 3Rs (Replace, Reduce, Refine). Dessa forma, o zebrafish se
apresenta ndo apenas como um modelo experimental robusto e diversificado, mas também
como um aliado na substitui¢ao parcial de modelos mamiferos em fases iniciais dos estudos,

contribuindo para abordagens mais éticas e sustentaveis em ciéncia (Santiago e Félix, 2024).

2.5 Aplicacoes farmacoldogicas e estudos de dor e inflamaciao usando o Zebrafish

O zebrafish adulto ¢ util na triagem de novos compostos, inclusive moléculas naturais,
devido a elevada permeabilidade de sua pele a absor¢do de substancias dissolvidas na agua,
permitindo andlises farmacocinéticas e farmacodinamicas confidveis (Ferreira et al, 2019).

Estudos demonstraram o potencial anti-inflamatério de extratos vegetais, como Trattinnickia
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rhoifolia e Libidibia ferrea, em testes de toxicidade aguda e avaliacdo funcional em zebrafish
adultos (Souza et al., 2022; Ferreira et al., 2019). Para tanto, protocolos especificos empregam
substancias como acido acético ou carragenina, cujos efeitos sao medidos por alteragdes
locomotoras, imobilidade, padrdes de natagao e quantificagdo de biomarcadores inflamatorios,

incluindo TNF-a e IL-1PB (Sneddon ef al., 2023).

Além das aplicacdes farmacologicas, o zebrafish adulto tem sido amplamente utilizado
em testes de toxicidade aguda e crdnica, permitindo a analise integrada de parametros
histologicos, comportamentais e bioquimicos (Liu et al, 2024). A boa correlacdo desses
resultados com modelos em mamiferos reforca sua relevancia como ferramenta para triagem

pré-clinicas de seguranca (Ferreira ef al., 2019).

O uso do zebrafish deve, entretanto, respeitar os principios dos 3Rs, assegurando o
emprego do menor niumero possivel de animais, a ado¢do de técnicas que minimizem o
sofrimento e a aplicacdo de protocolos adequados de anestesia e eutanasia. O enriquecimento
ambiental dos tanques também ¢ essencial para o bem-estar dos animais (Canedo et al., 2022).
Hoje, a percep¢do de dor no zebrafish adulto é reconhecida, exigindo cuidados éticos
equivalentes aos aplicados em pesquisas com mamiferos (Sneddon et al., 2023). A legislagao

vigente, em ambito nacional e internacional, recomenda sua inclusdo em comités de ética,

fortalecendo a legitimidade cientifica e ética de sua utiliza¢do (Santiago et al., 2024).

2.6 Abordagens atuais para o tratamento da dor e inflamacao

Diferentes estratégias terapéuticas tém sido empregadas, variando entre intervengdes
farmacoldgicas classicas e abordagens mais recentes que buscam reduzir os efeitos adversos e
ampliar a eficicia clinica (Paul et al., 2021; Pathan et al, 2018). No manejo da dor, os
analgésicos opioides ocupam posi¢do central, atuando por meio da ligagdo aos receptores -
opioides do sistema nervoso central, proporcionando alivio significativo, especialmente em
casos de dor intensa, como dor oncolodgica e pds-operatoria (Hsu et al., 2019). Entretanto, seu
uso prolongado esté associado a riscos importantes, como dependéncia, tolerancia e depressao

respiratoria, o que limita sua seguranga em tratamentos de longa duragao.

Nesse contexto, terapias ndo farmacologicas, incluindo fisioterapia, técnicas
cognitivas e praticas integrativas, vém sendo incentivadas como alternativas complementares,
oferecendo um cuidado mais seguro e multidimensional (Smith ez al., 2016). Para o controle da
inflamacao, os anti-inflamatorios nao esteroides (AINEs) permanecem como primeira escolha,

atuando pela inibi¢do das enzimas COX-1 e COX-2, responsaveis pela sintese de
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prostaglandinas envolvidas na inflamacao e na sensibilizagdo da dor, promovendo redu¢ao do

edema e alivio sintomatico (Pathan ef al., 2018).

Apesar de eficazes, o uso cronico de AINEs esta associado a efeitos adversos
importantes, como gastropatias, disfun¢@o renal e maior risco cardiovascular. Como resposta a
essas limitagdes, novas estratégias terapéuticas vém sendo desenvolvidas, incluindo anti-
inflamatérios seletivos com menor impacto gastrintestinal e analgésicos nao opioides com
perfis de seguranga mais favoraveis. A farmacogendmica surge como uma area promissora,
permitindo personalizar os tratamentos de acordo com o perfil genético de cada paciente, com
o0 objetivo de maximizar a eficacia e reduzir os efeitos adversos (Smith ez al., 2016; Paul et al.,

2021).

2.7 Produtos naturais com potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio

Os produtos naturais tém se consolidado como uma importante fonte de moléculas
bioativas com propriedades antinociceptivas e anti-inflamatorias. Diferentes estudos destacam
que compostos derivados de plantas exercem efeitos tanto na modulagdo de mediadores
inflamatorios quanto na reducdo da percep¢do da dor. Como ilustrado na revisdo sistematica
sobre neuropatia periférica induzida por quimioterapia demonstrou que diversos fitoquimicos,
incluindo terpenos, alcaloides e flavonoides, foram capazes de reduzir significativamente a dor
em modelos animais, atuando por vias como diminui¢ao de citocinas pro-inflamatorias (TNF-
a, IL-1P e IL-6), regulagdo do estresse oxidativo e modulacao de receptores neuronais (Santos

et al., 2022).

2.8 Flavonoides e potencial antinociceptivo

Os flavonoides representam um dos grupos de metabolitos secundérios mais estudados
na farmacologia natural, principalmente devido ao seu amplo espectro de atividades biologicas,
incluindo a¢do antioxidante, anti-inflamatdria e analgésica. Esse potencial torna os flavonoides
promissores diante das limitagdes e efeitos adversos de analgésicos tradicionais, como opioides

e anti-inflamatorios nao esteroidais (Ferraz et al., 2020).

Em particular, a dor neuropdtica, caracterizada por lesdao ou disfun¢dao do sistema
somatossensorial, impacta fortemente a qualidade de vida e apresenta manejo clinico
desafiador. Nesse contexto, os flavonoides atuam em multiplos alvos da nocicep¢do e
inflamacao, revertendo hiperalgesia Rao et al,, (2021). Segundo Zarei et al., (2022) flavonoides
como kaempferol demonstram efeito analgésico em modelos de dor aguda e inflamatdria por

meio da modulagdo dos canais TRPV1, com eficacia comparavel a morfina em determinados
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modelos a quercetina e a rutina também mostraram resultados positivos no manejo da
neuropatia induzida por quimioterapia, reduzindo mediadores inflamatdrios e prevenindo

hiperalgesia e alodinia (Santos ef al., 2022; Rao et al., 2021).

Do ponto de vista estrutural, os flavonoides compartilham um esqueleto basico de 15
carbonos (C6-C3-C6), cuja diversidade de hidroxilagdo, glicosilagdo e metilagdo influencia
suas propriedades bioldgicas. Essas modificagcdes explicam a capacidade de moléculas como
kaempferol e quercetina de interagirem com multiplos alvos moleculares envolvidos no

controle da dor (Al-khayri et al.,2022).

Figura 2: Estrutura quimica dos diferentes tipos de flavonoides.
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Fonte: Al-khayri ef al 2022.

2.9 Flavonoides e potencial anti-inflamatorio

Os flavonoides constituem um grupo de polifendis amplamente distribuidos em frutas,
vegetais, chas e outras plantas, sendo reconhecidos por um conjunto de efeitos biologicos que
inclui agdes antioxidantes, analgésicas e anti-inflamatdrias. Esses compostos apresentam um
esqueleto carbonico comum de 15 4tomos, com variagdes estruturais que determinam
diferencas nos mecanismos de acao e na poténcia farmacologica (Ferraz ef al., 2020; Al-khayri

et al., 2022).



28

A literatura recente destaca que o consumo ou uso terapéutico de flavonoides esta
associado a modulag¢do de mediadores inflamatorios e a atenuacdo de sinais de dor, o que os
coloca como candidatos relevantes na busca por alternativas aos anti-inflamatérios classicos,
especialmente em condigdes cronicas em que o estresse oxidativo e a inflamagao persistente

desempenham papel central (Ysrafil et al., 2023).

Do ponto de vista mecanistico, estudos in vitro, in vivo e clinicos mostram que
flavonoides atuam em multiplos alvos da cascata inflamatoria, configurando um perfil
marcadamente multitarget. Diversos compostos dessa classe sdo capazes de inibir a ativagdo do
fator de transcricdo NF-kb, reduzir a expressdo de enzimas pro-inflamatorias, como
cicloxigenase-2, lipoxigenases e 6xido nitrico sintase induzivel, além de diminuir a produgdo
de citocinas como interleucina 1 beta, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa (Ferraz et

al., 2020; Ysrafil et al., 2023).

Apesar desse potencial, limitagdes de solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade
tém sido apontadas como entraves para a plena exploracao terapéutica dos flavonoides. Nesse
cenario, abordagens baseadas em nanotechnology e nanomedicine vém sendo propostas como
estratégias promissoras para otimizar o perfil farmacocinético desses compostos, aumentar sua
absorcdo, proteger contra degradagdo e potencializar seus efeitos anti-inflamatérios in vivo

(Zahra, Abrahamse e George, 2024).

2.10 Fontes naturais do Taxifolina

Dentro dos flavonoides, o Taxifolina destaca-se por seu amplo potencial
farmacolodgico. Ele é encontrado em diversas espécies vegetais, principalmente coniferas como
Larix sibirica (alerce siberiano), Pinus roxburghii (pinheiro do Himalaia), Cedrus deodara
(cedro do Himalaia) e Taxus chinensis var. mairei (teixo chinés). Também ocorre em menor
quantidade em alimentos como cebolas, magas, vinagre envelhecido e azeite de oliva, estando
presente de forma incidental na dieta humana (Liu et al, 2023; Das et al., 2021). A ampla
distribuicdo natural do Taxifolin refor¢a seu potencial como molécula bioativa de interesse
farmacologico, conectando-se diretamente a discussdo sobre flavonoides com efeitos

antinociceptivos e anti- inflamatorios.
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Figura 3: Plantas contendo Taxifolina
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Fonte: (Das et al., 2021).

Partes da planta como cascas, folhas jovens e sementes tendem a concentrar mais
flavonoides, justificando seu uso em estudos fitoquimicos detalhados. A cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS/MS) ¢ considerada uma técnica eficaz para
identificar a taxifolina mesmo em quantidades minimas, contribuindo para ampliar o

conhecimento sobre suas fontes vegetais (Liu ef al., 2023).

2.11 Taxifolina e seu potencial farmacologico

A taxifolina, também chamada diidroquercetina, ¢ um flavanonol pertencente a classe
dos flavonoides. Sua férmula molecular ¢ C15H1207, com massa de 304,25 g/mol (Das et al.,
2021). A molécula contém dois aneis fenolicos (A e B) ligados por um anel heterociclico (C),
formando o esqueleto tipico das flavanonas (Figura ). Os grupos hidroxila nas posigoes 3, 3°,
4°, 5 e 7 conferem alta capacidade antioxidante, caracteristica que diferencia a taxifolina de

outros flavonoides semelhantes (Liu et al., 2023).

Ao contrario da quercetina, a taxifolina ndo apresenta a ligacdo dupla entre os
carbonos C2 e C3 do anel C. Essa diferenga altera sua conformagdo tridimensional e suas
propriedades farmacologicas. Essa modificacdo estrutural resulta em maior estabilidade frente
a oxidagdo e ao metabolismo hepatico, o que pode favorecer seu uso em formulacdes

farmacéuticas (Sunil; Xu, 2019). Além disso, a auséncia dessa ligacao facilita a formacao de
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complexos com ions metalicos, o que pode ter aplicagdo no tratamento de doencas associadas

ao estresse oxidativo (Topal et al., 2016).

Figura 4: Estrutura quimica da taxifolina.

Fonte: (Das ef al., 2021)

2.12 Triagem virtual de compostos naturais

O desenvolvimento de farmacos tem se beneficiado de forma expressiva dos avangos
em computacdo e inteligéncia artificial aplicada a area de bioprospec¢do de novos compostos
obtidos da biodiversidade da flora. Nessa conjuntura, a triagem virtual, também chamada de
screening virtual, tornou-se uma ferramenta eficiente para acelerar a identificagdo de compostos
com potencial terapéutico. Trata-se de uma abordagem computacional que utiliza softwares
especializados para simular a interacdo entre alvos bioldgicos, como proteinas, e bibliotecas
extensas de moléculas. Essa estratégia permite selecionar candidatos promissores de forma
rapida, reduzindo custos e tempo nas fases pré-clinicas do desenvolvimento de novos

medicamentos (Luo et al., 2022).

A triagem virtual pode ser dividida em duas abordagens principais: a triagem baseada
em ligante (Ligand-Based Virtual Screening-LBVS) e a triagem baseada em estrutura
(Structure-Based Virtual Screening-SBVS). Enquanto o SBVS exige o conhecimento da
estrutura tridimensional da proteina-alvo para modelar diretamente o encaixe das moléculas no
sitio ativo, a LBVS ¢ indicada quando ndo héa dados estruturais detalhados da proteina, mas

existem informacdes sobre ligantes com atividade bioldgica conhecida (Lanka et al., 2023).

Os produtos naturais representam uma fonte rica de moléculas bioativas, tornando a
triagem baseada em estrutura também conhecida como ancoragem molecular (docking
molecular), uma técnica central para explorar essa diversidade quimica na relagdo entre alvos
de interesse biomédico e compostos naturais com potencial para o desenvolvimento de novos

farmacos (Akili et al. (2023)
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Estudos recentes exemplificam a aplicagdo desta técnica que vem se difundindo entre
os grupos de pesquisa integrando de forma complementar estudos fitoquimicos e
farmacologicos. Muitos destes estudos descrevem a interagao molecular de flavonoides com
proteinas expressas em seres humanos responsaveis pelo aparecimento de doengas. Akili et al.
(2023) investigaram flavonoides do género Erythrina como possiveis inibidores da enzima
DNA girase, relevante no desenvolvimento de antibidticos, enquanto Saha et al. (2025)
avaliaram o efeito combinado de compostos da Moringa oleifera na inibicao da proteina BCL-
2, envolvida na regulagdo da apoptose celular e cancer. Esses trabalhos, dentre outros,
demonstram como a triagem virtual integra conhecimento quimico e biologico para identificar

moléculas com potencial terapéutico.

2.12.1 Triagem Baseada no Ligante

A abordagem baseada no ligante tem se mostrado especialmente util na analise de
produtos naturais, por permitir processar grandes bancos de dados contendo flavonoides,
alcaloides, terpenos e outros metabolitos secundarios presentes em plantas e microrganismos
(Akili et al., 2023; El aissouq et al., 2022). Outrossim, ela gera hipoteses moleculares que
podem ser posteriormente testadas e refinadas em experimentos laboratoriais, promovendo a

integracdo entre métodos computacionais (in silico) e estudos em modelos experimentais.

2.12.2 Triagem Baseada no Receptor

Ja o docking molecular € a técnica central na triagem baseada no receptor. Seu objetivo
¢ prever como uma pequena molécula se acomoda no sitio de ligacdo de uma proteina. O
processo inclui a preparacdo das estruturas tridimensionais do ligante e do receptor, com adi¢ado
de hidrogénios e remog¢dao de moléculas de agua ndo essenciais, seguida de algoritmos que
exploram diferentes orientagdes do ligante e avaliam essas conformacdes por funcdes de
pontuacdo, estimando a afinidade da ligagdo, entre os algoritmos mais utilizados estdo o
Algoritmo Genético, o Algoritmo Genético Lamarckiano, o Simulated Annealing e o método

de Monte Carlo (EI aissouq et al., 2022).

Para aumentar a precisdo das previsdes, o docking pode ser complementado com
simulagdes de dindmica molecular, que avaliam a estabilidade do complexo ligante-receptor ao
longo do tempo (Shoaib ef al., 2023). Dessa forma, a abordagem baseada no receptor combina
informacao estrutural detalhada e avaliagdo in silico, tornando a triagem de candidatos a

farmacos mais confiavel e direcionada.
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2.13 Avaliacio de propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicologicas

A eficacia de um candidato a farmaco ndo depende apenas de sua capacidade de se
ligar ao alvo bioldgico; € igualmente essencial que apresente propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas adequadas, resumidas pelo conceito de ADMET, que inclui Absor¢ao,
Distribuig¢ao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade. Esses parametros determinam a viabilidade

clinica e a seguranga do composto (Lanka et al., 2023).

Estudos in silico de ADMET permitem prever rapidamente caracteristicas criticas antes
de avangar para etapas experimentais, incluindo solubilidade em meio aquoso, capacidade de
atravessar membranas biologicas, fragdo de ligacdo a proteinas plasmaticas e estabilidade

metabolica relacionada a atuag@o das enzimas do citocromo P450 (Ansari et al., 2022).

Diversos programas especializados oferecem estimativas confidveis desses
parametros: o SwissADME calcula permeabilidade intestinal e interagdes com transportadores
celulares; o ADMETIab fornece informagdes sobre efeitos adversos, como toxicidade hepatica
e risco de mutagenicidade; e plataformas como pkCSM e PreADMET integram dados de

farmacocinética e toxicidade em uma andlise unificada (Vardhan; Sahoo, 2020).

3 MATERIAL E METODOS

Para a investiga¢do do potencial antinociceptivo e anti-inflamatério da taxifolina, foi
realizado um protocolo in silico baseado em estudos de ancoragem molecular (molecular
docking). Inicialmente, foram selecionados receptores moleculares relevantes envolvidos nos
processos de dor e inflamagdo, cujas estruturas tridimensionais foram obtidas a partir do banco
de dados Protein Data Bank (PDB). Em seguida, foram selecionados ligantes de interesse a
partir da base de dados PubChem, incluindo a Taxifolina e compostos de referéncia
farmacologica utilizados como controles. Posteriormente, as estruturas foram preparadas e
processadas utilizando ferramentas computacionais apropriadas para a defini¢do do sitio ativo
e realizagdo das simulacdes de docking. O fluxograma geral das etapas utilizadas no protocolo

in silico encontra-se apresentado na Figura 5.



Figura 5: Fluxograma do protocolo in silico
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3.1 Experimentos in silico

3.1.1 Pesquisa em bases de dados

Foi realizada wuma pesquisa inicial na base de dados DrugBank
(https://go.drugbank.com/) utilizando as palavras-chave medicamentos analgésicos e anti-
inflamatorios, com o objetivo de identificar firmacos que atuam seletivamente sobre alvos
moleculares envolvidos na nocicep¢do e na inflamacdo. A partir dessa triagem, foram
selecionadas estruturas de fArmacos inibidores e moduladores dos receptores TRPV1, TRPAI,

TRPMS&, ASIC, NMDA ¢ da enzima COX-2.
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As estruturas dos compostos de interesse Taxifolina, Capsaicina, Morfina,
Capsazepina, Naloxona, Cinamaldeido, HC-030031, Mentol, Cloridrato de AMTB, Glutamato,
Ketamina, Acido acético, Amilorida e Diclofenaco de sodio foram obtidas na base de dados
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) em formato tridimensional (3D SDF) para

posterior preparo e acoplamento molecular.

3.1.2 Triagem virtual, acoplamento molecular e ferramentas ADMET

As estruturas moleculares dos ligantes foram baixadas em formato 3D SDF e,
posteriormente, convertidas para o formato PDBQT utilizando o programa Open Babel
(https://sourceforge.net/projects/openbabel/), para serem empregadas nos calculos de

acoplamento molecular (docking).

As estruturas cristalograficas dos alvos moleculares foram obtidas no Protein Data
Bank (PDB, https://www.rcsb.org): TRPV1 (PDB ID: 8]JQR), TRPA1 (PDB ID: 6X2J), TRPMS
(PDB ID: 8BDC), ASIC (PDB ID: 4NTX), receptor NMDA (PDB ID: 7EOR) e COX-2 (PDB
ID: 6COX). Os sitios ativos de cada receptor/enzima foram preditos pela ferramenta online
FTSite (https:/ftsite.bu.edu) e confirmados com base nos artigos de cristalografia de cada

proteina disponiveis no proprio PDB.

Os receptores foram preparados e convertidos para o formato PDBQT no programa
AutoDockTools, incluindo remoc¢do de moléculas de agua, adigdo de hidrogénios polares e
cargas parciais. Em seguida, foi realizada a triagem virtual e o acoplamento molecular entre
todos os ligantes selecionados Taxifolina, Capsaicina, Morfina, Capsazepina, Naloxona,
Cinamaldeido, HC-030031, Mentol, Cloridrato de AMTB, Glutamato, Ketamina, Acido
acético, Amilorida e Diclofenaco de sddio e os receptores TRPV1, TRPA1, TRPMS, ASIC,
NMDA e COX-2, utilizando o software AutoDock Vina.

Para cada complexo receptor-ligante, foram geradas nove poses, retornando suas
respectivas energias de afinidade (kcal-mol™). As melhores poses, selecionadas com base na
menor energia de afinidade e no posicionamento adequado no sitio ativo, foram analisadas e
visualizadas no software PyMOL 2.1 (https://www.pymol.org/). Os mapas de interagao 2D de
cada complexo foram obtidos por meio do software Discovery Studio Visualizer 4.5

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download).

As propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas (ADMET) dos ligantes foram

avaliadas com o auxilio dos programas DataWarrior (https://openmolecules.org/datawarrior/) e


https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
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pkCSM (https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/), permitindo estimar o perfil de absor¢do,

distribui¢cdo, metabolismo, excrecao e toxicidade dos compostos selecionados.
3.2 Experimentos in vivo

3.2.1 Amostra

Nesse trabalho foram utilizadas a taxifolina (Taxi), adquirida da Sigma-Aldrich Brasil
(Lote BCCL3286) e doada gentilmente pelo Prof. Dr. Francisco Ernani Alves Magalhaes
(PPGNS-UECE).

3.2.2 Zebrafish

Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos os sexos com idade de 90 dias,
tamanhos de 3,5 + 0,5 cm e peso 0,4 £ 0,1 g foram obtidos da Agroquimica: Comércio de
Produtos Veterindrios LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceara, Brasil). Grupos de 40-50
peixes foram aclimatados em aquario de vidro de 9 L a temperatura ambiente (26 + 2 °C) por
24 h, contendo agua desclorada (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e
pH 7.0, com ciclo cicardiano de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racao ad libitum
24 h antes dos experimentos. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob
protocolo n° 04009489/2023 (Anexo 1).

3.2.3 Protocolo geral

Os testes foram realizados baseando-se em metodologias propostas por Magalhaes et al.
(2017) e Ekambaram ef al. (2017). No dia dos experimentos, os Zebrafish foram selecionados
randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com as amostras testes ou
controles, via intraperitoneal (i.p.) ou via oral (v.0.). Em seguida foram acondicionados
individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de agua do aquério para
repouso. Para os tratamentos via intraperitoneal (i.p.) foi utilizada seringa de insulina (0,5 mL;
UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 30G. Para os tratamentos via oral (v.0.) foi usada
pipeta automatica varidvel de 20 pL. O comportamento dos animais foi registrado por

analisadores calibrados e cegos.

3.2.4 Toxicidade aguda 96h

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish adulto de acordo com a
Organizagao de Cooperacao Econdmica e Método Padrao de Desenvolvimento (OECD, 1992)

para determinar a LCs0-96h. Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via oral (v.0.), com 20 pL
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de Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (DSMO 3%; controle). Apds os tratamentos foi
avaliada a mortalidade dos Zebrafish a cada 24 horas. Ap6s 96 h, foi anotado o niimero de
peixes mortos em cada grupo e determinado a concentragdo letal capaz de matar 50 % dos
animais (LC50) através do método matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de

confianc¢a de 95% (Arellano-Aguiar et al., 2015).

3.2.5 Teste de Campo Aberto

O Teste de Campo (Magalhaes et al., 2017) foi realizado para avaliar o efeito sedativo
ou relaxamento muscular dos animais tratados com amostras testadas antes da exposi¢ao ao
AICI3 (100 pg/L; pH 5,8) (Kaur et al., 2022). Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via oral
(v.0.), com 20 pL de Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (DSMO 3%; controle). Um
grupo (n=6/grupo) sem tratamentos foi utilizado como controle (Naive). Apoés 1 h dos
tratamentos via oral, os animais foram adicionados em placas de Petri (100 x 15 mm), contendo
a mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes e o efeito neuroprotetor foi
analisado quanto a atividade locomotora natural dos Zebrafish, quantificado através da

contagem do numero de cruzamento de linhas (CL), durante 0-5 minutos.

3.2.6 Atividade antinociceptiva comportamental

Foram selecionadas as concentragdes das solugdes das amostras testes que nao
alteraram atividade locomotora dos animais. As concentragdes das solugdes dos agentes
nocivos: Formalina (0,1%; 5,0 uL; agonista TRPA1) ou salina hipertonica (NaCl 5M; 3,0 uL;
agonista TRPV1) ou LPS (0,0625 mg/mL; 3,0 pL; Agonista TRPA1l) e antagonistas:
Capsazepina (antagonista TRPV1; 0,5 mg/mL; 5 uL); HC-030031 (antagonista TRPAI; 0,1
mg/mL; 1.p.), bem como o tempo de analise de acdo nociceptiva foram utilizadas baseando-se
nos testes com roedores, nos quais foram padronizados em zebrafish conforme metodologias
de Magalhaes et al. (2017; 2018), Batista ef al. (2018), Soares et al. (2019) e de Oliveira et al.
(2025). Para as andlises comportamentais, apOs tratamentos com agentes nociceptivos ou
antagonistas, os animais foram, individualmente, adicionados em uma placa de Petri de vidro
(100 x 15 mm), divididos em quadrantes, € a resposta nociceptiva ou antinociceptiva foi
quantificada em termos de atividade locomotora (AL) ou cruzamentos de linhas (CL) realizadas

durante um periodo de tempo determinado, especifico para cada modelo descrito a seguir.

3.2.7 Comportamento nociceptivo induzido por formalina

O zebrafish adulto foi pré-tratado (20 pL; v.0.) com de Taxifolina (0,01 ou 0,1 ou 1,0

mg/mL) ou morfina (Mor; Controle positivo; 0,2 mg/mL; i.p.), ou veiculo (Controle, DMSO
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3%). Apods 1 hora dos tratamentos via oral e 30 min via intraperitoneal, foi administrado uma
inje¢do intramuscular de formalina (Agonista TRPA1; 0,1%; 5,0 puL; i.m.) na cauda dos animais
(n=6/grupo). Um grupo sem tratamentos (Naive) também foi incluido. O efeito antinociceptivo
foi caracterizado pelo aumento da AL na fase neurogénica (0-5 min), bem como na fase

inflamatoéria (15 a 30 min), conforme metodologia proposta por Magalhaes et al. (2017).

3.2.8 Comportamento nociceptivo corneal induzido por salina hipertonica

A nocicepcao corneal foi induzida com solucdo salina hipertonica (agonista do
TRPVI; NaCl 5,0 M; 5,0 uL), aplicada no olho direito dos animais (n = 6/grupo), 1 h ap6s o
pré-tratamento via oral de Taxifolina (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (Controle negativo;
DMSO 3%; 20 uL; v.0.), bem como 30 min ap6s administracio via intraperitoneal de morfina
(Mor; Controle positivo; 0,4 mg/mL; 20 pL; i.p.). Um grupo ndo tratado (Naive) foi incluido.
O efeito antinociceptivo corneal foi caracterizado pelo aumento da AL durante 0-5 min de

analise (Magalhaes et al., 2018).

Este teste foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos canais do TRPV1
(Ver resultados). Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n = 6/grupo) foram
pré-tratados intraperitonealmente com capsazepina (antagonista do TRPV1; 0,5 mg/mL; 20 uL;

1.p.), 15 minutos antes da administracao oral da menor dose eficaz de Taxifolina.

3.2.9 Comportamento nociceptivo abdominal induzido por Lipopolissacarideo (LPS)

A nocicep¢ao abdominal foi induzida com solu¢do de Lipopolissacarideo isolado de
Escherichia coli (LPS; agonista TRPAT1; 62,5 ug/mL; 3,0 uL), aplicada (i.p.) no abdomen dos
animais (n = 6/grupo), 1 h ap6s o pré-tratamento via oral com Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL)
ou veiculo (Controle negativo; DMSO 3%; 20 pL; v.0.), bem como 30 min ap6s administragao
via intraperitoneal de morfina (Mor; Controle positivo; 0,2 mg/mL; 5,0 uL; i.p.). Um grupo nao
tratado (Naive) foi incluido. O efeito antinociceptivo abdominal foi caracterizado pelo aumento

da AL durante 0-5 min de analise (de Oliveira et al., 2025).

Este teste também foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos canais do
TRPAL. Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n = 6/grupo) foram pré-tratados
intraperitonealmente com HC-030031 (HC; antagonista TRPA1; 0,1 mg/mL; 5,0 uL; i.p.), 15

minutos antes da administragao oral da menor dose eficaz da amostra teste
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3.2.10 Comportamento nociceptivo induzido por glutamato

A nocicepgao foi induzida com solugdo de glutamate (agonista NMDA; 12,5 uM; 5,0
uL), aplicada (i.p.) na calda dos animais (n = 6/grupo), 1 h apos o pré-tratamento via oral com
Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (Controle negativo; DMSO 3%; 20 uL; v.0.), bem
como 30 min apds administragdo via intraperitoneal de morfina (Mor; Controle positivo; 0,2
mg/mL; 5,0 puL; i.p.). Um grupo nao tratado (Naive) foi incluido. O efeito antinociceptivo foi
caracterizado pelo aumento da AL durante 0-15 min de andlise (Batista et al., 2018; Soares et

al,, 2019).

Este teste também foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos receptores
glutamatérgicos (NMDA). Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n = 6/grupo)
foram pré-tratados intraperitonealmente com ketaminia (Keta; antagonista NMDA; 0,001 %;

5,0 uL; i.p.), 15 minutos antes da administra¢do oral da menor dose eficaz de Taxifolina.

3.2.11 Comportamento nociceptivo induzido por mentol

A nocicepgao foi induzida com solugdo de mentol (agonista TRPMS; 1,2 mM; 5,0 pL),
aplicada (i.p.) na calda dos animais (n = 6/grupo), 1 h apos o pré-tratamento via oral com Taxi
(0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (Controle negativo; DMSO 3%; 20 uL; v.0.), bem como
30 min ap6s administragdo via intraperitoneal de morfina (Mor; Controle positivo; 0,2 mg/mL;
5,0 uL; 1.p.). Um grupo nao tratado (Naive) foi incluido. O efeito antinociceptivo foi

caracterizado pelo aumento da AL durante 0-10 min de analise (Ribeiro ef al., 2024).

Este teste também foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos canais
16nicos TRPMS. Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n = 6/grupo) foram
pré-tratados intraperitonealmente com AMTB (antagonista TRPMS; 0,3 mg/mL; 5,0 uL; i.p.),

15 minutos antes da administra¢ao oral da menor dose eficaz de Taxifolina.

3.2.12 Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatoria foi realizada sob edema abdominal induzido por
carragenina, conforme descrito por Huang et al. (2014). Os animais (n = 6/grupo) receberam os
mesmos tratamentos dos testes nociceptivos, mas o controle positivo foi diclofenaco sédico (2,5
mg/mL; v.0.; 20 uL). Apds 1 h dos tratamentos, o Zebrafish recebeu, no abdomem, inje¢do de
carragenina (1,4%; 20 pL; 1.p.). O efeito anti-inflamatorio foi caracterizado com a diminui¢ao
do edema abdominal (EA), medindo-se o peso corporal dos animais, em miligramas (mg), antes
(Oh) e até 4 h apds inducao de inflamagdo (EA = PC4h - PCOh). Os animais foram sacrificados

imediatamente para cessar as reagdes biologicas ao final do experimento.
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3.2.13 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrdo da média para
cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuicdo e homogeneidade
dos dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA
unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as anéalises foram realizadas com o software

GraphPad Prism v. 9.0. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05).
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4 RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo serdo apresentados em dois manuscritos, conforme descrito

abaixo:

Manuscrito 1 - Caracterizagdo in silico da Taxifolina como um ligante duplo da

ciclooxigenase: possivel papel na limita¢ao da inflamagdo”  Status: submetido.

Manuscrito 2 - Atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do fitoterapico Taxifolina por
meio de vias opioides, glutamatérgicas e de canais i0nicos sensiveis ao acido em zebrafish

adultos (Danio rerio). Status: ainda ndo submetido.
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Resumo Estruturado

Introducio/Objetivos: A inflamagdo € uma resposta fisiologica fundamental. No entanto, quando cronica, torna-
se uma condicdo debilitante e de dificil manejo clinico. Os medicamentos atualmente disponiveis, como os anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINEs), embora eficazes, apresentam limitagdes significativas, incluindo toxicidade
gastrointestinal e hepatica, além de eficacia reduzida durante o tratamento prolongado. Nesse contexto, ha um
crescente interesse em compostos naturais com perfis farmacologicos distintos, como a taxifolina, um flavanonol
encontrado em diversas espécies vegetais. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial anti-
inflamatorio in silico da taxifolina em comparagdo com medicamentos utilizados terapeuticamente. Métodos: Apos
a triagem de 71 AINEs identificados no Guia de Farmacologia BPS/IUPHAR e na literatura, seus perfis de ligacdo
in silico foram comparados aos da taxifolina para avaliar a atividade contra as ciclooxigenases (COX-1: PDB ID
6Y3C e COX-2: PDB ID 5IKQ). Adicionalmente, os parametros ADMET in silico dos compostos mais promissores
foram avaliados, com foco nas propriedades farmacodindmicas, farmacocinéticas e toxicologicas. Resultados: As
analises de triagem virtual revelaram que diversas moléculas apresentaram potencial para inibir a COX-1,
notadamente taxifolina (=7,5 kcal/mol), naproxeno (7,9 kcal/mol), acido meclofendmico (—7,9 kcal/mol),
suprofeno (—7,7 kecal/mol), cetoprofeno (—7,7 kcal/mol) e diclofenaco (—6,6 kcal/mol). Em relagdo a inibi¢ao da
COX-2, a taxifolina (—8,2 kcal/mol), o diclofenaco (—8,3 kcal/mol), o valdecoxibe (—9,1 kcal/mol), o flurbiprofeno
(9,1 kcal/mol), o rofecoxibe (—9,3 kcal/mol) e o celecoxibe (—10,5 kcal/mol) demonstraram as afinidades de
energia de ligacdo mais favoraveis. As andlisess ADMET indicaram que a taxifolina apresenta um perfil
farmacocinético ¢ de seguranga favoravel, com menor toxicidade prevista em comparagdo com os AINEs
avaliados. Conclus@o: Em conjunto, este estudo fornece evidéncias que apoiam a taxifolina, um composto natural

de interesse translacional, como uma estrutura para o desenvolvimento de analogos semissintéticos promissores.

Palavras-chave: Produtos naturais; Flavonoides; Taxifolina; Inflamagao;Ciclooxigenase;Medicamentos anti-

inflamatorios; Triagem in silico.
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Resumo grafico
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1. Introduc¢ao:

As ciclooxigenases (COX, prostaglandina G/H sintase, PGHS) catalisam a conversdo do &cido
araquidonico em prostaglandina G2 (PGGz) e, subsequentemente, em prostaglandina H2 (PGH:), precursora das
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (1). Esses mediadores participam da perfusdo renal, protegdo
gastrica, fung@o plaquetaria, homeostase vascular e respostas patologicas como dor, febre e inflamacdo aguda e
cronica. Portanto, a compreensdo das caracteristicas estruturais e da localizacao subcelular da COX-1 e da COX-
2 pode revelar sitios de ligacdo essenciais baseados na estrutura, fomentando assim o desenvolvimento de farmacos
e estratégias de reposicionamento direcionadas a vias anti-inflamatérias (2, 3).

Embora as ciclooxigenases catalisem a mesma reagdo, as isoformas diferem na regulacao, distribuicdo
tecidual e consequéncias da inibigdo. A COX-1 ¢ predominantemente constitutiva, sustentando prostaglandinas
gastroprotetoras, modulando o fluxo sanguineo renal e gerando tromboxano A nas plaquetas, o que explica grande
parte dos efeitos adversos gastrointestinais e renais associados aos anti-inflamatorios néo esteroides (AINESs) ndo
seletivos (4). A COX-2, em contraste, ¢ induzida por citocinas, padrdes moleculares associados a patogenos e
fatores de crescimento, atuando como fonte de prostaglandinas pro-inflamatdrias em tecidos lesados e constituindo
o principal alvo de inibidores seletivos (3, 5).

Em nivel estrutural, substitui¢des de aminoacidos perto do canal de acesso geram um bolso lateral maior
na COX-2, capaz de acomodar coxibs e outros inibidores volumosos (2). Esse conhecimento impulsionou
abordagens in silico, como triagem virtual ¢ acoplamento molecular, combinadas com calculos de energia livre e
dinamica molecular, para prever afinidade, pose de ligagdo e seletividade de isoformas, distinguindo assim padroes
de interacdo entre coxibs e AINEs classicos e abrindo caminhos para investigar pequenas moléculas de origem
natural (6, 7).

A taxifolina (di-hidroquercetina), um flavondide presente em diversas plantas e alimentos, exibe atividade
antioxidante e evidéncias crescentes de efeitos anti-inflamatdrios. Estudos in vitro e in vivo relatam redugdes em
diversas citocinas e mediadores inflamatorios (como IL-1p, IL-6, TNF-0, iNOS e COX-2), bem como modulagio
de vias de sinalizagdo (como MAPK e PI3K/Akt), com efeitos protetores em modelos de fibrose hepatica, lesdo
isquémica e disfun¢do vascular (8, 9). Em muitos desses estudos, entretanto, a interferéncia com a COX-2 é
descrita principalmente como modula¢do da expressdo, em vez de inibi¢do direta da atividade catalitica, o que
representa uma lacuna em relag@o a0 mecanismo de interagdo com o sitio ativo da enzima.

Apesar do crescente numero de evidéncias que apoiam a relevancia bioldgica da taxifolina, os
mecanismos precisos subjacentes a sua atividade anti-inflamatdria permanecem incompletamente compreendidos.
A maioria dos relatos experimentais enfatiza sua capacidade de modular cascatas de sinalizagdo a montante e
reduzir a expressdo de mediadores pro-inflamatorios; contudo, poucos estudos abordaram se a taxifolina pode
interagir diretamente com alvos enzimaticos que sdo centrais para o processo inflamatdrio. Entre estes, as
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) desempenham um papel fundamental, pois catalisam a biossintese de
prostanoides que regulam o tonus vascular, a agregacdo plaquetaria e a amplificacdo das respostas inflamatdrias.
A distingado entre COX-1, uma isoforma constitutiva associada a fun¢des homeostaticas, e COX-2, uma isoforma
induzivel ligada a inflamac&o patoldgica, orientou o desenvolvimento racional de inibidores seletivos nas tltimas
décadas (3). Entretanto, os efeitos adversos dos AINEs ndo seletivos e as limitagdes dos coxibs destacam a
necessidade de alternativas mais seguras, com eficacia e tolerabilidade equilibradas. Nesse contexto, compostos

naturais como a taxifolina oferecem uma estrutura promissora, combinando perfis farmacoldgicos favoraveis com
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potencial de toxicidade reduzido (8, 9). Preencher a lacuna entre os efeitos bioldgicos descritivos e as interacdes
em nivel molecular é essencial para o avango das aplicagdes translacionais. Abordagens computacionais, incluindo
ancoragem molecular, triagem virtual e predigdes ADMET, fornecem ferramentas poderosas para explorar
afinidades de ligacdo, seletividade de isoformas e comportamento farmacocinético in silico, complementando
assim os dados experimentais e orientando as estratégias de desenvolvimento de farmacos (6, 7). Ao situar a
taxifolina nesse contexto, torna-se possivel avaliar ndo apenas sua capacidade teodrica de inibir as enzimas COX,
mas também sua adequagdo como composto lider para o planejamento de andlogos semissintéticos. Em conjunto,
essas consideracdes reforcam a justificativa para uma investigacao in silico sistematica, vinculando diretamente a
relevancia bioldgica a modelagem farmacoldgica preditiva e abrindo caminho para aplicagdes translacionais na
descoberta de farmacos anti-inflamatdrios.Assim, este estudo tem como objetivo investigaressesinteragaose
analisar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas (ADMET) da taxifolina em comparacéo
comestabelecidolnibidores da ciclooxigenase usando simulag¢des preditivas in silico.

Assim, este estudo tem como objetivo investigaressesinteracdose analisar as propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e toxicologicas (ADMET) da taxifolina em comparagdo comestabelecidolnibidores da

ciclooxigenase usando simulagdes preditivas in silico.

2. Materiais e métodos

2.1. Ferramentas de triagem virtual, acoplamento molecular e ADMET

2.1.1. Pesquisa no DrugBank

Foi realizada uma busca no banco de dados IUPHAR/BPS Guide to Pharmacology
(https://www.guidetopharmacology.org), do qual foram selecionadas apenas as estruturas de 33 medicamentos
anti-inflamatorios (AINEs) usados na terapia clinica que atuam seletivamente na COX-1 e 38 seletivos para COX-

2, totalizando 71 compostos anti-inflamatorios.

2.1.2.  Ferramentas de conjunto de dados, triagem virtual, ancoragem molecular e ADMETox

Todas as moléculas foram verificadas e preparadas utilizando o software Marvin Sketch™. As estruturas
moleculares foram baixadas no formato SMILES e posteriormente convertidas para o formato 3D SDF utilizando
o Open Babel™ (https://sourceforge.net/projects/openbabel/) para os calculos de ancoragem molecular. As
estruturas cristalograficas de COX-1 (PDB ID: 6Y3C, resolucio de 3,36 A) e COX-2 (PDB ID: 5IKQ, resolugio
de 2,41 A), ambas de Homo sapiens, foram obtidas do Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org). As
estruturas proteicas foram preparadas utilizando o AutoDockTools™, incluindo a remogao das moléculas de agua
cristalograficas, a adigdo de hidrogénios polares e a atribuicdo de cargas, e posteriormente convertidas para o
formato PDBQT para ancoragem molecular.

Simulagdes de acoplamento molecular entre as proteinas e os ligantes (71 AINEs seletivos) foram
realizadas usando o AutoDock Vina™ (https://vina.scripps.edu/downloads/). A taxifolina, o composto natural de
interesse neste estudo, foi adicionada ao painel como molécula de teste, embora ndo esteja listada no banco de
dados como um inibidor classico da ciclooxigenase.

Os resultados do acoplamento molecular e a avaliagdo de cada complexo receptor-ligante, incluindo a
energia de afinidade de ligagdo (kcal-mol™) e o posicionamento do ligante no sitio ativo das ciclooxigenases 1 e

2, foram analisados utilizando o software PyMOL 2.1™, sendo selecionada para analises posteriores a
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conformacdo que apresentou a menor energia de afinidade de ligacdo. Nove poses do ligante foram geradas para
cada complexo, com suas respectivas energias de afinidade de ligacdo registradas. Posteriormente, todas as
melhores poses ligante-proteina selecionadas foram representadas graficamente utilizando o PyMOL 2.1™
(https://www.pymol.org/), e seus respectivos mapas de interagdo 2D foram gerados utilizando o software

Discovery Studio 4.5™ (https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-downloadAs propriedades ADMET

foram avaliadas usando os softwares Data Warrior™ e PkCSM™ (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkesm/).

3. Resultados

3.1 Acoplamento molecular da taxifolina e dos AINEs com a COX-1

Conforme apresentado na Figura 1, a taxifolina se acomoda no canal catalitico da ciclooxigenase-1 (COX-
1, PDB ID: 6Y3C), ocupando a cavidade de ligagdo interna tipica dos AINEs. A visualizagdo tridimensional revela
que o anel aromatico central permanece bem inserido na regido hidrofébica do sitio ativo, enquanto os grupos
hidroxila periféricos se estendem em direcdo aos residuos polares que circundam a cavidade, favorecendo a
formacgao de interagdes especificas. O mapa de interagao bidimensional revela que a taxifolina estabelece uma rede
de contatos de van der Waals com diversos residuos do sitio ativo, além de multiplas liga¢des de hidrogénio
convencionais com aminoacidos polares, como GInl92, Asn515, Gly354, Ser353 e Ser516. Interagdes
hidrofébicas e interagdes Pi-alquila também sdo observadas, envolvendo principalmente residuos como His90,
Thr94, Pro191, Pro514, Gly193, His95, His513 e Arg581 (Figura 2). Coletivamente, esse padrio de ligagdes de
hidrogénio, contatos hidrofobicos e interagdes Pi sugere uma ancoragem estavel da taxifolina no sitio ativo da
COX-1, consistente com o potencial inibitdrio proposto para esse composto.

Os resultados da modelagem molecular preditiva com COX-1 (PDB ID: 6Y3C) sdo apresentados na tabela
1 e sugerem uma afinidade favoravel de todos os ligantes pelo sitio ativo, com energias de ligagdo calculadas
variando de —6,6 a —7,9 kcal'mol™'. No modelo in silico, o acido meclofenamico e o naproxeno exibiram as
energias mais negativas (—=7,9 kcal-mol™), seguidos pelo suprofeno e cetoprofeno (—7,7 kcal-mol ™). A taxifolina
apresentou uma energia de ligacdo estimada em —7,5 kcal-mol™, proxima aos melhores valores obtidos para os
AINEs de referéncia. Esses achados indicam, em nivel preditivo, uma potencial capacidade de interagdo da
taxifolina com a COX-1 superior a observada para o diclofenaco (—6,6 kcal-mol™), embora a validacdo
experimental ainda seja necessaria.

Do ponto de vista estrutural, o padrao de interacdo calculado mostra que os ligantes exploram, em
diferentes graus, residuos considerados criticos para o sitio catalitico da COX-1, como Argl120, GIn192, Tyr355,
Tyr385, [1e523 e Ser530, conforme descrito (10). O diclofenaco depende principalmente de interagdes de van der
Waals com Tyr355, Tyr385 e Phe518, bem como de uma interagdo Pi-alquila com Ile523, além de exibir uma
interagdo aceptor-aceptor desfavoravel com Tyr385, o que pode contribuir para sua energia de ligacdo menos
negativa. Em contraste, a taxifolina estabelece, no modelo, ligagcdes de hidrogénio com GIn192, Ser516, His90 e
His513, além de varios contatos de van der Waals ao longo do canal hidrofébico, sugerindo uma ancoragem
estavel, embora com um padrdo de interagdo parcialmente distinto daquele dos AINEs classicos. De acordo com
os calculos, o suprofeno, o cetoprofeno, o acido meclofendmico e o naproxeno exibem perfis de interagdo
compativeis com inibidores da COX-1, combinando intera¢des m-cation com Arg120, contatos m-alquila e m-sigma,
e multiplas ligagdes de hidrogénio com Tyr355, Tyr385 e Ser530. Esses resultados, alinhados com o modelo

estrutural da enzima, reforcam o papel desses residuos na estabilizagdo do ligante. Quando comparado a esses
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farmacos, o taxifolina ocupa o mesmo sitio catalitico e apresenta uma afinidade prevista semelhante, o que pode

indicar um possivel mecanismo de inibigdo competitiva (Tabela 1).

3.2 Acoplamento molecular da taxifolina e dos AINEs com a COX-2

O modelo de acoplamento sugere que a taxifolina também se acomoda no canal catalitico da
ciclooxigenase-2 (COX-2, PDB ID: 5IKQ), em uma regido compativel com o sitio de ligag@o descrito para outros
ligantes dessa enzima. Na visualizagdo tridimensional, o flavondide ocupa uma cavidade alongada dentro da
proteina, com o micleo aromatico alinhado ao longo do tiinel hidrofébico e os grupos hidroxila orientados para a
superficie interna do sitio ativo (Figura 3). O mapa de interagdo bidimensional indica que a taxifolina estabelece
diversas forcas de van der Waals com residuos como Leu352, Val349, Leu384, Phe381 e Gly526, além de ligagoes
de hidrogénio convencionais com Tyr385 e Ser530. Interacdes m-o e m-alquila também sdo observadas,
contribuindo para a acomodagdo do anel aromatico no sitio hidrofébico. Uma interacdo desfavoravel entre
doadores com HisA90 também esta presente, o que pode atenuar parte da estabilizagdo, mas ndo impede o conjunto
geral de interacdes favoraveis (Figura 4). Em conjunto, esses resultados in silico sugerem um modo de ligacao
estavel da taxifolina a COX-2, fornecendo uma base estrutural para hipoteses sobre a possivel modulacdo dessa
isoforma em estudos futuros.

A Tabela 2 resume os resultados preditivos de acoplamento molecular com COX-2 (PDB ID: 5IKQ),
mostrando energias de ligagdo que variam de —8,2 a —10,5 kcal-mol™'. Entre os inibidores de referéncia, o
celecoxibe apresentou a energia mais negativa (—10,5 kcal-mol™), seguido pelo rofecoxibe (—9,3 kcal-mol™?),
valdecoxibe e flurbiprofeno (ambos com —9,1 kcal-mol™). A energia de ligagdo estimada para a taxifolina (—8,2
kcal'mol™) foi proxima a do diclofenaco (—8,3 kcal-mol™), sugerindo, em nivel in silico, uma afinidade
potencialmente relevante da molécula pelo sitio ativo da COX-2, embora menor do que a observada para COXibs
seletivos. Esses resultados sdo consistentes com a organizagdo do sitio catalitico e com a importancia das interagdes
especificas com os residuos de COX-2 discutidas na literatura.

O padréo de interacdo calculado indica que os ligantes exploram diferencialmente residuos-chave do sitio
ativo, como His90, Argl20, GIn192, Tyr355, Tyr385, Arg513, Phe518, Val523 e Ser530. Para a taxifolina, o
modelo indica interagdes de van der Waals distribuidas ao longo da cavidade e ligagdes de hidrogénio com Tyr355
e Tyr385, bem como um contato -6 com Val523; no entanto, prevé-se uma interacdo doador-doador desfavoravel
com His90 (Udd), que pode atenuar parte da estabilizagdo do complexo. Em contraste, os coxibs (valdecoxib,
rofecoxib e celecoxib) exibem combinagdes mais extensas de ligacdes de hidrogénio (Co.hB) com His90, Arg120,
GIn192, Tyr355 e Ser530, além de empilhamento 7 (Pi.Sig) e interagdes Pi-alquil com Tyr355, Phe518 e Val523,
um padrdo consistente com a alta afinidade e seletividade para COX-2 descrita (2). Esses dados preditivos sugerem
que a taxifolina pode se posicionar dentro do mesmo sitio catalitico ocupado pelos inibidores cléssicos,

contribuindo para a formulagdo de hipoteses sobre a possivel modulagdo da COX-2.

3.3 Previsdo in silico das propriedades de Absor¢do, Distribui¢do, Metabolismo, Excregdo e Toxicidade
(ADMET)

As propriedades fisico-quimicas previstas para a taxifolina indicam uma molécula com formula molecular
CisHi207 e massa molar de 304,25 g/mol. O baixo valor da fragdo Csp?® (0,13) e o numero reduzido de ligagdes

rotativas (RB = 1) sugerem uma estrutura relativamente rigida. Foram identificados sete aceptores de ligacdes de
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hidrogénio e cinco doadores de ligacdes de hidrogénio (HBA = 7; HBD = 5), juntamente com uma refratividade
molar (MR) de 74,76 e uma area de superficie polar topoldgica (TPSA) de 127,45 A2. O valor de LogP de 1,18,
associado a classificagdo como solivel pelo modelo ESOL, indica uma molécula com polaridade intermediaria e
boa solubilidade aquosa. A estrutura tridimensional ¢ 0 SMILES canonico da taxifolina, bem como o grafico de
radar de suas propriedades, sdo apresentados na Tabela 3.

Os parametros fisico-quimicos avaliados para os compostos revelam um conjunto de caracteristicas
amplamente compativeis com perfis favoraveis de absor¢do e permeabilidade, de acordo com a Regra dos Cinco
de Lipinski. Todos os ligantes apresentaram zero violagdes, indicando que permanecem dentro dos limites
classicos para peso molecular, lipofilicidade, capacidade de doagdo e aceitagdo de ligagdes de hidrogénio e area
de superficie polar. A taxifolina destacou-se por exibir maior polaridade (PSA = 127,45 A?) e um maior namero
de grupos doadores e aceptores de ligagdes de hidrogénio (HBD = 5; HBA = 7) quando comparada aos AINEs de
referéncia, sugerindo um carater mais hidrofilico. Essa disting@o estrutural também se refletiu no menor valor de
LogP (1,18), indicando lipofilicidade reduzida em relagdo a moléculas como diclofenaco, flurbiprofeno e acido
meclofenamico, cujos valores de LogP variaram de 2,5 a 4,7 (Tabela 3). Este conjunto de propriedades posiciona
a taxifolina como um composto com boa solubilidade e potencial para alta absor¢do em ambientes aquosos, embora
sua area de superficie polar expandida possa limitar a permeabilidade em certos tecidos quando comparada a
AINEs mais lipofilicos. Contudo, seu peso molecular moderado (304,25 g/mol) e a auséncia de violacdes das
regras de farmaco-like corroboram sua adequagdo como candidato farmacologico. Entre os compostos sintéticos
avaliados, observou-se um padrio relativamente homogéneo: todos apresentaram valores de PSA entre 99 e 148
A2 valores de LogP variando de 2,5 a 4,7 e pesos moleculares abaixo de 400 g/mol, consistentes com o perfil de
farmacos anti-inflamatérios amplamente utilizados.

Considerando o moédulo de propriedades farmacocinéticas, a taxifolina apresentou previsdo de alta
absorcao gastrointestinal (GIA alta) e auséncia de penetracdo significativa através da barreira hematoencefalica
(BHE nao). O composto ndo foi identificado como substrato da glicoproteina P (P-gpS ndo) e ndo exibiu potencial
inibitorio relevante em relagdo as principais isoformas do citocromo P450 avaliadas (CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4, todas classificadas como ndo atuando ou interferindo no metabolismo dessas
enzimas). O valor de Log Kp de —7,48 cm/s ¢é consistente com baixa permeabilidade cutinea (Tabela 4).

Em relagdo aos perfis de lipofilicidade e de semelhancga a farmacos, a taxifolina ndo apresentou violagdes
das regras classicas de Lipinski, Ghose, Veber, Egan ¢ Muegge (todas com zero violagdes). O escore de
biodisponibilidade (BAS) foi de 0,55, indicando uma probabilidade moderada de boa biodisponibilidade oral, e
nenhum alerta estrutural foi detectado. O parametro de semelhanga a um composto lider também foi zero, enquanto
o escore de acessibilidade sintética (SA = 3,51) sugere um nivel intermediario de complexidade sintética (Tabela
5). Em conjunto, esses resultados indicam que a taxifolina exibe um perfil in silico compativel com um candidato
promissor, combinando propriedades fisico-quimicas favoraveis, bom potencial de absor¢do oral e auséncia de
alertas estruturais importantes.

De acordo com o perfil de toxicidade, os valores de DLso € a toxicidade maxima tolerada em humanos
prevista para a taxifolina situam-se dentro de uma faixa considerada segura para ingestdo humana, particularmente
quando se consideram os valores de toxicidade oral cronica em ratos (LOAEL), em comparagdo com os AINEs.

Os compostos naturais apresentaram uma margem de seguranga mais ampla para uso cronico. Além disso, ndo
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foram observados alertas para toxicidade mutagénica, tumorigénica, no sistema reprodutivo ou irritante, enquanto

que alertas foram identificados para diclofenaco, suprofeno, rofecoxibe e acido meclofenamico.

4. Discussio

A inflamag8o continua sendo um grande desafio clinico, ndo apenas devido a sua alta prevaléncia em
doengas musculoesqueléticas, autoimunes e metabolicas, mas também devido ao seu impacto socioecondmico e a
reducdo substancial na qualidade de vida dos pacientes. Embora os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs)
sejam amplamente prescritos, suas limitacdes sdo bem documentadas e estdo amplamente associadas a efeitos
adversos gastrointestinais e hepaticos, bem como a um risco cardiovascular aumentado, particularmente durante o
uso prolongado (11-14). Nesse contexto, ha um crescente interesse em alternativas terapéuticas mais seguras,
incluindo compostos naturais com potencial farmacoldgico distinto, como os flavonoides (15, 16).

A taxifolina (di-hidroquercetina) ¢ um flavanonol encontrado em diversas espécies vegetais, incluindo
Larix sibirica e Silybum marianum (17). Estudos pré-clinicos demonstraram suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e imunomoduladoras, sugerindo seu potencial como agente terapéutico em condigdes inflamatdrias
e metabolicas (18). A capacidade da taxifolina de modular vias de sinalizagdo relacionadas ao estresse oxidativo e
as respostas inflamatorias, como NF-kB e MAPK, reforca ainda mais sua relevancia como um promissor candidato
anti-inflamatorio (15). A aplicagdo de abordagens in silico, incluindo ancoragem molecular e analises ADMET,
permite a identificagdo de potenciais interagdes com alvos farmacoldgicos relevantes, como as ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2), antes de avangar para estudos in vitro e in vivo (19, 20).

Os resultados in silico obtidos neste estudo demonstram que a taxifolina apresenta afinidade de ligagdo
comparavel tanto para COX-1 quanto para COX-2. Para COX-1, sua energia de ligagdo (-7,5 kcal/mol) foi
comparavel a de farmacos classicos como o naproxeno (-7,9 kcal/mol) e o acido meclofendmico (-7,9 kcal/mol).
Em relagdo a COX-2, a taxifolina (-8,2 kcal/mol) apresentou energia de ligacdo semelhante a do diclofenaco (-8,3
kcal/mol) e afinidades dentro da faixa competitiva em relagdo aos coxibs, como o rofecoxib (-9,3 kcal/mol) e o
celecoxib (-10,5 kcal/mol). Esses achados sugerem que a taxifolina pode atuar como um inibidor duplo de COX,
com potencial para reduzir a inflamag@o por meio de mecanismos semelhantes aos dos AINEs, mas possivelmente
com menor toxicidade (18). Dado o numero limitado de estudos que abordam os seus mecanismos de interagdo
molecular com as ciclooxigenases humanas, estes resultados contribuem com novas informagdes sobre o seu
potencial anti-inflamatorio e perfil de seguranca (21, 22).

A seletividade entre COX-1 e COX-2 ¢ um aspecto critico da farmacologia dos AINEs, visto que os
farmacos que interagem seletivamente com o sitio ativo da COX-2 estdo associados a uma melhor eficacia anti-
inflamatoria (21). Enquanto a inibicdo da COX-2 esta ligada ao efeito anti-inflamatorio desejado, a inibigdo da
COX-1 pode levar a efeitos adversos gastrointestinais (23). O perfil observado para a taxifolina, caracterizado por
afinidade moderada pela COX-1 e afinidade de ligagdo comparavel pela COX-2, sugere um equilibrio que poderia
ser explorado para reduzir os efeitos colaterais sem comprometer a eficacia (16).

A taxifolina acomoda-se profundamente no canal catalitico da COX-1, ocupando a cavidade interna
tipicamente associada a ligagdo de AINEs. Sua interacdo com aminoacidos na regido hidrofobica do sitio ativo
favorece a ligagdo a residuos polares circundantes, permitindo a formagédo de contatos de van der Waals e multiplas
ligagdes de hidrogénio convencionais, notadamente envolvendo His90. Essa interagdo sugere uma ancoragem

estavel, embora com um padrao de interag@o parcialmente distinto daquele dos AINEs classicos, que ndo interagem
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com esse residuo. Esses resultados, alinhados com o modelo estrutural da enzima, sugerem um papel potencial
desses residuos na estabiliza¢ao de um ligante natural quando comparado a AINEs sintéticos. A taxifolina ocupa
0 mesmo sitio catalitico ¢ exibe afinidade prevista semelhante, corroborando um possivel mecanismo de inibi¢do
competitiva (10).

Um modo de ligacdo semelhante foi observado para a taxifolina dentro do canal catalitico da
ciclooxigenase-2 (COX-2, PDB ID: 5IKQ), em uma regido consistente com o sitio de ligag@o descrito para outros
inibidores da COX-2. A taxifolina estabeleceu interagdes de van der Waals, ligagdes de hidrogénio e interagdes m-
o e m-alquila, contribuindo para a acomodacdo de seu anel aromatico dentro do bolso hidrofébico. Notavelmente,
uma intera¢ao com His90 também foi identificada, a qual pode atenuar parcialmente a estabilizacdo do complexo,
mas ndo impede a formag@o de uma rede de interagdo favoravel. Essa interagdo de residuos também foi observada
para celecoxib, rofecoxib e valdecoxib, que sdo inibidores altamente seletivos da COX-2 (24). Esses achados sdo
consistentes com a organizacdo do sitio catalitico e com a importancia de interagdes especificas de residuos na
COX-2, refletindo um padrdo compativel com a alta afinidade e seletividade descritas (2). Coletivamente, esses
dados preditivos indicam que a taxifolina pode ocupar o mesmo sitio catalitico que os inibidores cléssicos,
contribuindo para hipdteses sobre sua potencial modulagdo da COX-2 (10).

Os flavonoides, amplamente distribuidos em espécies vegetais, apresentam diversas aplicacdes
terapéuticas em humanos devido as suas propriedades antioxidantes, anticancerigenas, antivirais, anti-
inflamatorias e antialérgicas, que foram extensivamente demonstradas em varios estudos pré-clinicos e clinicos,
oferecendo, assim, perspectivas terapéuticas promissoras (25, 26). Essas propriedades sustentam sua ampla
aplicabilidade na medicina (27). No entanto, uma compreensdo abrangente de suas propriedades farmacocinéticas,
caracteristicas de similaridade a farmacos e perfis de seguranga é essencial para a aplicabilidade translacional
dessas moléculas em contextos clinicos (18, 28).

As analises ADMET revelaram que a taxifolina apresenta boa biodisponibilidade oral e auséncia de alertas
de toxicidade significativos, ao contrario de varios AINEs que frequentemente apresentam hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade durante o uso prolongado (22, 23). Além disso, a taxifolina demonstrou caracteristicas
farmacocinéticas previstas favoraveis, incluindo absor¢@o adequada, perfil de distribuicdo apropriado, auséncia de
interacdo com enzimas CYP450 (sugerindo estabilidade metabdlica) e excrecdo facilitada. Esses resultados
refor¢am a hipdtese de que compostos naturais, como a taxifolina, podem oferecer oportunidades terap€uticas em
comparagao com os farmacos sintéticos tradicionais, particularmente para pacientes submetidos a tratamento de
longo prazo para doengas inflamatdrias cronicas e que apresentam maior risco de eventos adversos (29).

Apesar da ampla gama de propriedades benéficas, o desenvolvimento de fArmacos a base de flavonoides
¢ frequentemente dificultado pela sua baixa biodisponibilidade (30). No entanto, novas estratégias tém sido
propostas para melhorar a sua biodisponibilidade in vivo, incluindo o desenvolvimento de sistemas de
administragdo inovadores, como nanoparticulas, lipossomas e carreadores lipidicos s6lidos, com o objetivo de
aumentar a estabilidade, a absor¢do e a liberacdo direcionada (28, 31). Além disso, modificagdes estruturais,
incluindo metilacdo, acetilacdo e desidroxilagdo, tém sido empregadas como estratégias para alterar as
caracteristicas estruturais dos compostos originais, visando aumentar a absor¢do e a biodisponibilidade. Essas
abordagens podem facilitar o desenvolvimento de uma série de novos compostos bioativos semissintéticos com

potencial anti-inflamatério derivados da taxifolina (31).
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Os resultados do presente estudo sugerem que a taxifolina pode ser considerada uma candidata promissora
para o desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatdrios. Sua atividade multialvo, combinada com um perfil
de seguranca favoravel, abre perspectivas para formulagdes farmacéuticas inovadoras, incluindo analogos
semissintéticos projetados para otimizar a poténcia ¢ a seletividade (18). Além disso, a taxifolina pode ser
explorada em doengas inflamatdrias cronicas, como artrite reumatoide, doengas cardiovasculares e distiirbios
metabolicos, onde o controle da inflamacdo ¢ essencial (32). O potencial translacional da taxifolina também se
estende ao campo da imunomodulagdo, visto que os flavonoides tém sido associados a regulacdo das respostas
imunes e a modulagdo de citocinas pro-inflamatérias. Essa caracteristica pode ser particularmente relevante em
doencas autoimunes ¢ inflamatorias sistémicas (31).

Apesar desses resultados promissores, ¢ importante reconhecer as limitagdes inerentes aos estudos in
silico. A precisdo dos modelos de acoplamento molecular depende da qualidade das estruturas cristalograficas
utilizadas e dos pardmetros computacionais aplicados (22). Além disso, os resultados obtidos ndo substituem a
necessidade de validagdo experimental. Ensaios in vitro e in vivo s@o essenciais para confirmar a eficacia ¢ a
seguranca da taxifolina, bem como para avaliar o metabolismo, a biodisponibilidade real e as potenciais interagdes

medicamentosas (18, 32).

5. Conclusido

Os resultados in silico deste estudo demonstram que a taxifolina apresenta um perfil promissor como
potencial agente anti-inflamatério, mostrando afinidade competitiva pelos sitios cataliticos de ambas as isoformas
da ciclooxigenase, COX-1 e COX-2, com energias de ligagdo comparaveis as dos AINEs classicos e dos coxibs
utilizados clinicamente. As analises de acoplamento molecular indicaram que a taxifolina se acomoda de forma
estavel no canal catalitico de ambas as isoformas, estabelecendo interagdes favoraveis com residuos-chave
envolvidos na inibi¢do enzimatica, o que corrobora um possivel mecanismo de inibi¢do competitiva. Além disso,
as previsdes farmacocinéticas e toxicoldgicas revelaram um perfil ADMET favoravel, caracterizado por boa
absor¢do gastrointestinal, auséncia de interag¢des relevantes com isoformas do citocromo P450 e baixa toxicidade
prevista, contrastando com os efeitos adversos comumente associados ao uso prolongado de AINEs sintéticos.

Em conjunto, os dados apoiam a taxifolina como um composto natural de interesse translacional, com
potencial para o desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatérios ou derivados semissintéticos visando
otimizar a poténcia, a seletividade e a biodisponibilidade. No entanto, a validacdo experimental por meio de

estudos in vitro e in vivo é necessaria para confirmar sua eficacia farmacologica, seguranga e aplicabilidade clinica.
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Lista de figuras, tabelas e legendas:

Taxifolin
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Ketopr ofen

Suprofen

Meclofenamic acid

Figura 1. Representagdo tridimensional da ciclooxigenase-1 (COX-1; PDB ID: 6Y3C) mostrando a interagdo com
ligantes seletivos acoplados ao sitio ativo. A taxifolina € representada em laranja e esta acomodada dentro do canal
catalitico da COX-1 (em cinza), ocupando a cavidade de ligacdo interna caracteristica associada a anti-

inflamatorios ndo esteroides (AINEs).
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Figura 2. Mapa de interag@o bidimensional da taxifolina acoplada ao sitio ativo da ciclooxigenase-1 (COX-1; PDB
ID: 6Y3C). O diagrama ilustra a rede de interagdes que estabilizam a taxifolina dentro do canal catalitico, incluindo
contatos de van der Waals, ligagdes de hidrogénio convencionais e interagdes hidrofobicas com residuos de
aminoacidos chave que revestem o sitio ativo. Esse padrdo de interagdo corrobora a acomodagdo estavel da

taxifolina na cavidade de ligagdo de AINEs caracteristica da COX-1.
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Taxifolin

Flurbiprofen : Diclofenac

Valdecoxib

Figura 3. Visualizacdo tridimensional da interagao entre a taxifolina e a ciclooxigenase-2 (COX-2; PDB ID: 5IKQ)
obtida por analise de acoplamento molecular. A taxifolina, mostrada em laranja, esta acomodada no canal catalitico
da COX-2, ocupando a cavidade hidrofobica alongada caracteristica dos inibidores da COX-2. A orienta¢do do
nucleo aromatico ao longo do tinel de ligagdo e o posicionamento dos grupos hidroxila em direcdo aos residuos

polares destacam um modo de ligagdo compativel com a acomodagio estavel do ligante no sitio ativo.
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Figura 4. Mapa de interag@o bidimensional da taxifolina acoplada ao sitio ativo da ciclooxigenase-2 (COX-2; PDB
ID: 5IKQ). O diagrama destaca a rede de interagdes que estabilizam a taxifolina dentro do sitio catalitico, incluindo
contatos de van der Waals, ligagdes de hidrogénio convencionais e interagdes hidrofobicas com residuos que
revestem o sitio ativo da COX-2. Interagdes n-c e m-alquila contribuem para a acomodag@o do anel aromatico
dentro do canal hidrofobico, corroborando um modo de ligagdo compativel com o descrito para inibidores classicos
da COX-2.
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Tabela 1.Interagoes e energia de ligagdo de compostos com aminoacidos especificos da COX-1(ID PDB:

6Y3C).
Compostos
Taxifolin
Naproxeno
Acido
meclofenami

co
Suprofeno

Cetoprofeno

Diclofenaco

AG
(kecal/mol)

-1,5

Dele
90

Co.hB

Nenhu
m
Nenhu
m

Nenhu
m
Nenhu
m
Nenhu
m

Arg
120

Nenhu
m
Co.hB

VW

Pi.Gat
Co.hB

Vw

GIn
192

Vw

Nenh
um
Nenh
um

Nenh
um
Nenh
um
Nenh
um

Tyr
355

Nenhu
m
VW

VW

Co.hB
Co.hB

Vw

Tyr
385

Nenh
um
VW

VW

Vw
Vw

Uaa

Dele
513

Vw

Nenhu
m
Nenhu
m

Nenhu
m
Nenhu
m
Nenhu
m

Ser
516

ChB

Nenhu
m
Nenhu
m

Nenhu
m
Nenhu
m
Nenhu
m

Phe
518

Nenhu
m
Alquil

VW

VW
Alquil

Vw

Itha
523

Nenhu
m
VW

VW

Vw
Pi.Sig

Pi-Alk

Ser
530

Nenhu
m
VW

Pi.dhb

Co.hB

Co.hB

VW

As interagdes incluem forgas de van der Waals (Vw), ligagdes carbono-hidrogénio (ChB), interagdes alquila (Alkyl),

ligagdes de hidrogénio convencionais (Co.hB), intera¢des pi-alquila (Pi-Alk), interagdes pi-sigma (Pi.Sig), interagdes

aceitador-aceitador desfavoraveis (Uaa), interagdes pi-cation (Pi.Cat), ligagdes de hidrogénio pi-doador (Pi.dhb) ou

nenhuma interagdo (None).
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Tabela 2.Interagoes e energia de ligacdo de compostos com aminoécidos especificos da COX-2(ID PDB:

5IKQ).
Compostos AG Dele Arg Gln Tyr Tyr Arg Ala Phe Val Ser
(kcal/mol) 90 120 192 355 385 513 516 518 523 530
Taxifolin -8,2 Udd Nenhum VW Co.hB | Co.hB \AY VW VW | Pi.Sig VW
Diclofenaco -8.3 Nenhum | Nenhum | Nenhum | VW Udd Nenhum | Nenhum | VW | Pi- VW
Alk
Valdecoxib 9,1 VW VW Nenhum | Pi.Sig | Co.hB | Nenhum | Nenhum | Alquil | Pi.Sig | Co.hB
Flurbiprofeno 9,1 Nenhum | Co.hB | Nenhum | Udd VW Nenhum | Nenhum | VW Pi- \A%
Alk
Rofecoxib -9,3 ChB Nenhum VW VW | Nenhum VW VW Co.hB | Pi.Sig VW
Celecoxib -10,5 ChB ChB Co.hB | Co.hB | Alquil | Nenhum Vw Co.hB | Pi.Sig | Nenhum

As interagdes incluem forcas de van der Waals (Vw), ligagdes carbono-hidrogénio (ChB), interagdes alquila

(Alkyl), ligagdes de hidrogénio convencionais (Co.hB), interagdes pi-alquila (Pi-Alk), interagdes pi-sigma

(Pi.Sig), interagdes aceitador-aceitador desfavoraveis (Uaa), interagdes pi-cation (Pi.Cat), ligagdes de hidrogénio

pi-doador (Pi.dhb) ou nenhuma interag@o (None).
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Tabela 3.Parametros fisico-quimicos ¢ Regra dos Cinco de Lipinski para os compostos avaliados.

Molécula HBA Feliz LogP MW PSA Regra dos
aniver 5
sario!

Taxifolin 7 5 1.18 304,25 127,45 0

Diclofenaco 2 2 4,36 296,15 120,33 0

Suprofeno 3 1 3.16 260,31 108,70 0

Cetoprofeno 2 1 3.10 254,28 111.06 0

Naproxeno 2 1 3.03 230,26 99.64 0

Valdecoxib 4 1 2,96 314,36 127,97 0

Flurbiprofeno 1 1 3,68 244,26 104,70 0

Rofecoxib 4 0 2,55 314,36 128,51 0

Celecoxib 4 1 3,51 381,37 147,48 0

Acido meclofenamico 2 2 4,74 296,15 120,33 0

HBA: aceptores de ligagdo de hidrogénio; HBD: doadores de ligagdo de hidrogénio; LogP: lipofilicidade; MW

(g/mol): peso molecular; PSA (A?): area de superficie polar; Regra dos 5: regra dos cinco de Lipinski.



Tabela 4.Parametros farmacocinéticos previstos para compostos com base no modelo pkCSM.
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Moléculas % Absorvido VDss Fu Cyp HEPT TC
Taxifolin 69,34 -0,99 0,33 Nao Nao -0,03
Diclofenaco 91,92 -1,60 0 Nio Nio 0,29
Suprofeno 100 -1,87 0,11 Nao Nao 0,18
Cetoprofeno 100 -1,94 0,07 Nao Nao 0,28
Naproxeno 97,94 -1,61 0,13 Nao Nao 0,19
Valdecoxib 94,57 -0,40 0,16 Nio Sim 0,84
Flurbiprofeno 99,60 -2,05 0,01 Nao Nao 0,15
Rofecoxib 98,41 -0,61 0 Nao Sim 0,88
Celecoxib 92,99 -0,27 0,13 Sim Sim 0,43
Acido meclofenamico 93,84 -2,13 0 Nio Nio 0,33

Absorvido: percentagem absorvida; VDss: volume de distribui¢do no estado de equilibrio (log L-kg™); Fu: fracdo
nao ligada; CYP: inibi¢do do substrato do citocromo P450; Hept: hepatotoxicidade; Tc: depuragdo renal (log

mg/kg/dia).
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Tabela 5. Perfis de toxicidade previstos dos compostos avaliados com potencial anti-inflamatoério.

Molécula DI. DS Mutante Tuam. Deputado | Irritante LD50 Loael MRTD
Taxifolin 0,44 | 0,74 | Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum | 2,00 2.07 0,88
Diclofenaco -0,71 | 0,26 | Nenhum | Nenhum Alto Nenhum | 2,40 1,56 0,98
Suprofeno 3.03 | 0,50 | Nenhum | Nenhum Baixo Baixo 2.29 1,56 0,68
Cetoprofeno 0,41 | 0,64 | Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum | 2.17 1,97 0,71
Naproxeno 0,36 | 0,67 | Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum | 2,40 1,77 0,98
Valdecoxib 2.01 | 0,65 | Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum | 1,78 1,83 0,62
Flurbiprofeno -1,12 | 0,46 | Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum | 2.13 1,69 0,84
Rofecoxib 4.31 | 0,52 | Nenhum | Nenhum Alto Nenhum | 2,38 1,65 0,39
Celecoxib -8,10 | 0,36 | Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum | 1,97 1.12 0,17
Acido -0,77 | 0,23 | Nenhum | Nenhum Alto Nenhum | 2,48 1,32 0,91
meclofendmico

DL: semelhanca com farmacos; DS: pontuacdo do farmaco; Mut: mutagenicidade; Tum: tumorigenicidade; Rep:
efeitos no sistema reprodutivo; Irrit: efeitos irritantes; LDso: toxicidade oral aguda em ratos (mol-kg™); LOAEL:
toxicidade oral cronica em ratos (log mg-kg'-pc-dia™'), nivel mais baixo de efeito adverso observado; MRTD:
dose méxima tolerada recomendada (log mg/kg/dia).
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Tabelas suplementares. Lista de ligantes avaliados por acoplamento molecular, incluindo energias de ligago

previstas (kcal-mol™) e SMILES candnicos usados para andlise de interacdo com ciclooxigenase-1 (COX-1, PDB

ID: 6Y3C) e ciclooxigenase-2 (COX-2, PDB ID: 5IKQ).

COX-1
Ligantes AG SORRISOS
(kcal/mol)
Taxifolin -1,5 C1=CC(=C(C=C1[C@@H]2[C@H](C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0)O0
Acido -7,9 CC1=C(C(=C(C=C1)CI)NC2=CC=CC=C2C(=0)0)Cl
meclofendmico
Diclofenaco -6,6 C1=CC=C(C(=C1)CC(=0)O)NC2=C(C=CC=C2CI])Cl
Bromfenaco -7,3 C1=CC(=C(C(=C1)C(=0)C2=CC=C(C=C2)Br)N)CC(=0)O
Flurbiprofeno -7,0 CC(C1=CC(=C(C=C1)C2=CC=CC=C2)F)C(=0)O
Fenoprofeno -7,4 CC(C1=CC(=CC=C1)0C2=CC=CC=C2)C(=0)O
Indometacina -6,6 CC1=C(C2=C(N1C(=0)C3=CC=C(C=C3)Cl)C=CC(=C2)OC)CC(=0)O
Cetoprofeno -1,7 CC(C1=CC(=CC=C1)C(=0)C2=CC=CC=C2)C(=0)O
Suprofeno -1,7 CC(C1=CC=C(C=C1)C(=0)C2=CC=CS2)C(=0)O
Sulindac -7,1 CC\1=C(C2=C(/C1=C\C3=CC=C(C=C3)S(=0)C)C=CC(=C2)F)CC(=0)O
Piroxicam -6,8 CNI1C(=C(C2=CC=CC=C251(=0)=0)0)C(=0O)NC3=CC=CC=N3
Oxaprozina -6,9 C1=CC=C(C=C1)C2=C(OC(=N2)CCC(=0)0)C3=CC=CC=C3
Ibuprofeno -6,9 CC(C)CCI=CC=C(C=C1)C(C)C(=0)O
Fenilbutazona -5,6 CCCCCIC(=O)N(N(C1=0)C2=CC=CC=C2)C3=CC=CC=C3
Naproxeno -7,9 C[C@@H](C1=CC2=C(C=C1)C=C(C=C2)0C)C(=0)O
Nimesulida -6,0 CS(=0)(=0)NC1=C(C=C(C=C1)[N+](=0)[0-])OC2=CC=CC=C2
Acido mefendmico -7,2 CC1=C(C(=CC=C1)NC2=CC=CC=C2C(=0)0)C
Cetorolaco -1,4 C1CN2C(=CC=C2C(=0)C3=CC=CC=C3)C1C(=0)O
Meloxicam -6,9 CC1=CN=C(S1)NC(=0)C2=C(C3=CC=CC=C3S(=0)(=O)N2C)O
Celecoxib -6,5 CC1=CC=C(C=C1)C2=CC(=NN2C3=CC=C(C=C3)S(=0)(=O)N)C(F)(F)F
Paracetamol -5,5 CC(=O)NC1=CC=C(C=C1)O
Aspirina -6,1 CC(=0)0OC1=CC=CC=CIC(=0)O
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COX-2
Ligantes AG SORRISOS
(kcal/mol)
Taxifolin -8,2 C1=CC(=C(C=C1[C@@H]2[C@H](C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0)O0
Aspirina -6,7 CC(=0)0OC1=CC=CC=CIC(=0)O
Benzquinamida -6,1 CCN(CC)C(=0)CICN2CCC3=CC(=C(C=C3C2CC10C(=0)C)0OC)OC
Carprofeno -8,4 CC(C1=CC2=C(C=C1)C3=C(N2)C=CC(=C3)C1)C(=0)O
Celecoxib -10,5 CC1=CC=C(C=C1)C2=CC(=NN2C3=CC=C(C=C3)S(=0)(=O)N)C(F)(F)F
Diclofenaco -8,3 C1=CC=C(C(=C1)CC(=0)O)NC2=C(C=CC=C2CI])Cl
Eslurbiprofeno -8,6 C[C@@H](C1=CC(=C(C=C1)C2=CC=CC=C2)F)C(=0)O
Etoricoxib -8,9 CC1=NC=C(C=C1)C2=C(C=C(C=N2)C])C3=CC=C(C=C3)S(=0)(=0)C
Flurbiprofeno -9,1 CC(C1=CC(=C(C=C1)C2=CC=CC=C2)F)C(=0)O
Ibuprofeno -8,7 CC(C)CC1=CC=C(C=C1)C(C)C(=0)O
Cetoprofeno -8,7 CC(C1=CC(=CC=C1)C(=0)C2=CC=CC=C2)C(=0)O
Lumiracoxib -8,6 CC1=CC(=C(C=C1)NC2=C(C=CC=C2C])F)CC(=0)O
Acido meclofenamico -8,9 CC1=C(C(=C(C=C1)CI)NC2=CC=CC=C2C(=0)0)Cl
Acido mefenamico -8,6 CC1=C(C(=CC=C1)NC2=CC=CC=C2C(=0)0)C
Meloxicam -7,0 CC1=CN=C(S1)NC(=0)C2=C(C3=CC=CC=C3S(=0)(=0O)N2C)O
Naproxeno -7,9 C[C@@H](C1=CC2=C(C=C1)C=C(C=C2)0C)C(=0)O
Nimesulida 7,9 CS(=0)(=0O)NC1=C(C=C(C=C1)[N+](=0)[O-])OC2=CC=CC=C2
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4.2 Artigo 2 ACS CHEMICAL NEUROSCIENCE

Titulo: Atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do fitoterapico taxifolina por meio de vias
opioides, glutamatérgicas e de canais idnicos sensiveis ao dcido em zebrafish adultos (Danio
rerio).
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Resumo

Introduction/Objectives: A dor e a inflamacdo constituem respostas fisioldgicas
fundamentais, mas, quando cronicas, tornam-se condigdes debilitantes e de dificil manejo
clinico. Os farmacos disponiveis, como opioides ¢ AINEs, embora eficazes, apresentam
limitagdes, incluindo toxicidade gastrointestinal e hepatica, risco de dependéncia e redugao da
eficacia em tratamentos prolongados. Nesse contexto, cresce o interesse por compostos naturais
com perfil farmacolégico diferenciado, como a taxifolina, um flavanonol presente em diversas
espécies vegetais. Este presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial antinociceptivo
e anti-inflamatorio da taxifolina por meio de modelos in silico e in vivo em Zebrafish (Danio
rerio) adulto. Methods: A metodologia integrou analises computacionais de virtual screening
e molecular docking com experimentos comportamentais e¢ de toxicidade em Zebrafish. No
moédulo in silico, a taxifolina foi avaliada quanto a interacdo com alvos moleculares
relacionados a nocicep¢ao e inflamacdo, como TRPV1, TRPA1, TRPMS, ASIC, NMDA e
COX-2. Foram utilizadas ferramentas de predicdo ADMET para investigar propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas, incluindo parametros da Lipinski e permeabilidade ao sistema
nervoso central. No modulo in vivo, Zebrafish adultos foram expostos a diferentes
concentragdes de taxifolina para analise de toxicidade aguda (96 h) e atividade locomotora no
Open Field test. Results : Os resultados in silico indicaram que a taxifolina apresenta afinidade de
ligacdo favoravel com TRPV1 (-9,1 kcal/mol) e TRPAL1 (-7,0 kcal/mol), TRPMS (-9,1 kcal/mol), ASIC
(-9,1 kcal/mol), NMDA (-9,1 kcal/mol) valores comparaveis ou superiores a antagonistas de referéncia,
como a Capsazepina (-8.4 kcal/mol), HC-030031 (-7.3 kcal/mol), Cloridrato de AMTB (-8.0 kcal/mol),
Amiloride (-4.5 kcal/mol), Glutamato (-4.9 kcal/mol), ¢ Diclofenaco de soédio (-8.3 kcal/mol). No
caso da COX-2, observou-se interagdo estavel com residuos criticos do sitio catalitico (Arg120,
Tyr355 e Ser530), sugerindo potencial de inibi¢do da enzima. As simulagdes ADMET
revelaram perfil compativel com absor¢do oral satisfatoria, auséncia de interagdes relevantes
com enzimas do citocromo P450 e baixa toxicidade predita (LDso de 2,007 mol-kg™). Os
parametros de permeabilidade sugeriram limitada penetragdo no sistema nervoso central,
compativel com auséncia de efeitos sedativos. Nos experimentos in vivo, ndo houve mortalidade
em nenhuma das concentracdes testadas, estabelecendo CLso superior a 1,0 mg/mL. Ademais,
a administragdo oral de taxifolina ndo alterou significativamente a atividade locomotora, em
contraste com o grupo tratado com diazepam, confirmando auséncia de depressdo do sistema
nervoso central. A andlise integrada dos resultados demonstrou convergéncia entre predigdes
in silico e evidéncias experimentais in vivo, refor¢cando o perfil de seguranga da taxifolina. O
composto apresentou potencial modulador de alvos moleculares relacionados a nocicepgdo e
inflamacdo, sem evidéncias de toxicidade significativa em Zebrafish. Conclusion: Esses
achados constituem os primeiros registros da atividade farmacoldgica da taxifolina frente a
TRPVI1, TRPA1, TRPMS, ASIC, NMDA em modelos alternativos, ampliando o conhecimento
sobre os mecanismos de a¢ao deste flavonoide natural. Conclui-se que a taxifolina se apresenta
como candidata promissora para o desenvolvimento de novos farmacos analgésicos e anti-
inflamatorios, destacando a relevancia da integracdo de abordagens in silico e in vivo na
descoberta de terapias seguras e eficazes.

Keywords: Taxifolina; Flavonoides; Dor; Inflamac¢ao; Zebrafish; In silico; In vivo
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1.0.Introducéo
A dor e a inflamacdo sdo respostas fisiolégicas complexas que, quando persistentes,

representam um problema de saude publica e um desafio terapéutico devido a limitada eficacia
e aos efeitos adversos de muitos farmacos disponiveis. Nos tltimos anos, compostos naturais,
especialmente flavonoides, tém sido explorados como fontes promissoras de agentes
analgésicos e anti-inflamatorios por associarem atividade antioxidante, modula¢do de vias

inflamatorias e baixa toxicidade em modelos pré-clinicos. (Goyal et al., 2023; Sunil; Xu, 2019)

A taxifolina (também chamada de dihidroquercetina) ¢ um flavanondide amplamente
distribuido em plantas medicinais e alimentos funcionais, reconhecida por propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. Estudos recentes demonstraram efeitos neuroprotetores e
anti-inflamatorios da taxifolina em diversos modelos experimentais, incluindo inibi¢do do eixo
TXNIP-NLRP3 em microglia sob estresse glicémico e redugdo de marcadores pro-

inflamatorios, sugerindo potencial terapéutico em contextos neuroinflamatorios (Iwasa et al.

2023)

Evidéncias pré-clinicas indicam que a taxifolina pode atenuar fenotipos de dor
neuropatica: estudos em modelos de neuropatia induzida por hiperglicemia mostraram melhora
de parametros histopatologicos e comportamentais, com reducdo de marcadores de estresse
oxidativo e inflamacao. Esses achados posicionam a taxifolina como candidata promissora para

investigacdo em modelos de dor e inflamacao (Alay ef al. 2022).

Os mecanismos moleculares que sustentam os efeitos analgésicos de flavonoides
frequentemente envolvem multiplos alvos: canais i0nicos sensoriais da familia TRP (p.ex.
TRPV1, TRPAI, TRPMS), receptores glutamatérgicos excitatorios (NMDA) e enzimas pro-
inflamatorias como COX-2. RevisOes estruturais € funcionais sobre canais TRP ressaltam seu
papel central na transducdo de estimulos térmicos, quimicos e inflamatorios, bem como a
viabilidade de modulé-los com pequenas moléculas naturais para reduzir sinais nociceptivos

(Caballero, 2022; Zhang et al. 2023).

O uso de modelos alternativos como Zebrafish (Danio rerio) tem crescido na
farmacologia da dor devido a sua versatilidade, economia e boa correspondéncia de muitos
mecanismos moleculares com mamiferos. Métodos comportamentais validados em Zebrafish
permitem avaliar respostas nociceptivas e inflamatorias (formalina, salina hipertonica, LPS,
carragenina, entre outros), bem como testar antagonistas seletivos para investiga¢ao

mecanistica. Assim, o Zebrafish constitui uma plataforma adequada para triagem e investigagao
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mecanistica de compostos bioativos como a taxifolina (Belo et al., 2021; Ohnesorge; Heinl;

Lewejohann, 2021).

Apesar desses avangos, lacunas permanecem: faltam estudos que integrem evidéncia
comportamental in vivo com analises in silico detalhadas (docking, predicdes ADMET) para
mapear potenciais sitios de interagdo entre taxifolina e alvos relevantes a nocicepgdo e
inflamacao. A integracdo entre dados comportamentais e predigdes estruturais fortalece a

inferéncia mecanistica e prioriza alvos para validacao funcional (Mir; Khan; Khan, 2024).

Diante desse contexto, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar o perfil
antinociceptivo ¢ anti-inflamatorio da taxifolina em modelos comportamentais de Danio rerio
e correlacionar esses achados com evidéncias in silico de interacdo com alvos-chave da

nocicepcao e inflamagao (TRPV1, TRPA1, TRPMS8, NMDA, ASIC).
2.0. Materials and Methods
2.1. Amostra

Nesse trabalho foi utilizada a taxifolina (Taxi), adquirida da Sigma-Aldrich Brasil (Lote
BCCL3286) e doada gentilmente pelo Prof. Dr. Francisco Ernani Alves Magalhaes (PPGNS-
UECE).

2.2. Zebrafish
Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos os sexos com idade de 90 dias,

tamanhos de 3,5 + 0,5 cm e peso de 0,4 = 0,1 g foram obtidos da Agroquimica: Comércio de
Produtos Veterinarios LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceara, Brasil). Grupos de 40-50
peixes foram aclimatados em aquario de vidro de 9 L a temperatura ambiente (26 + 2 °C) por
24 h, contendo agua desclorada (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e
pH 7.0, com ciclo circadiano de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam ra¢ao ad libitum
24 h antes dos experimentos. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob
protocolo n° 04009489/2023 (Anexo 1).

2.3. Protocolo geral

Os testes foram realizados baseando-se em metodologias propostas por Magalhaes et al.
(2017) e Ekambaram et al. (2017). No dia dos experimentos, os ZFa foram selecionados
randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com as amostras-teste ou

controles, via intraperitoneal (i.p.) ou via oral (v.0.). Em seguida foram acondicionados
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individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de agua do aquério para
repouso. Para os tratamentos via intraperitoneal (i.p.) foi utilizada seringa de insulina (0,5 mL;
UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 30G. Para os tratamentos via oral (v.0.) foi usada
pipeta automatica variavel de 20 pL. O comportamento dos animais foi registrado por

analisadores calibrados e cegos.
2.4. Toxicidade aguda 96h

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao Zebrafish adulto de acordo com a
Organizacao de Cooperagao Econémica e Método Padrao de Desenvolvimento (OECD, 1992)
para determinar a LCso-96h. Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via oral (v.0.), com 20 pL
de Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (DSMO 3%; controle). Apos os tratamentos foi
avaliada a mortalidade dos ZFa a cada 24 horas. Apos 96 h, foi anotado o numero de peixes
mortos em cada grupo e determinada a concentracao letal capaz de matar 50 % dos animais
(LCso) através do método matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca
de 95% (Arellano-Aguiar et al., 2015).

2.5. Teste de Campo Aberto

O Teste de Campo (Magalhaes et al., 2017) foi realizado para avaliar o efeito sedativo
ou relaxamento muscular dos animais tratados com amostras testadas antes da exposi¢do ao
AICl; (100 pg/L; pH 5,8) (Kaur et al., 2022). Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via oral
(v.0.), com 20 pL de Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (DSMO 3%; controle). Um
grupo (n=6/grupo) sem tratamentos foi utilizado como controle (Naive). Apos 1 h dos
tratamentos via oral, os animais foram adicionados em placas de Petri (100 x 15 mm), contendo
a mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes, e o efeito neuroprotetor foi
analisado quanto a atividade locomotora natural dos ZFa, quantificado através da contagem do

numero de cruzamentos de linhas (CL), durante 0-5 minutos.
2.6. Atividade antinociceptiva comportamental

Foram selecionadas as concentra¢des das solugdes das amostras testes que nao alteraram
atividade locomotora dos animais (Ver Fig. 1). As concentragcdes das solucdes dos agentes
nocivos: Formalina (0,1%; 5,0 uL; agonista TRPA1) ou salina hipertonica (NaCl 5M; 3,0 pL;
agonista TRPV1) ou LPS (0,0625 mg/mL; 3,0 puL; Agonista TRPA1) e antagonistas:
Capsazepina (antagonista TRPV1; 0,5 mg/mL; 5 pL); HC-030031 (antagonista TRPAT1; 0,1
mg/mL; i.p.), bem como o tempo de analise de acdo nociceptiva foram utilizadas baseando-se

nos testes com roedores, nos quais foram padronizados em Zebrafish conforme metodologias
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de Magalhaes et al. (2017; 2018), Batista et al. (2018), Soares et al. (2019) e de Oliveira et al.
(2025). Para as andlises comportamentais, apos tratamentos com agentes nociceptivos ou
antagonistas, os animais foram, individualmente, adicionados a uma placa de Petri de vidro
(100 x 15 mm), divididos em quadrantes, e a resposta nociceptiva ou antinociceptiva foi
quantificada em termos de atividade locomotora (AL) ou cruzamentos de linhas (CL) realizados

durante um periodo de tempo determinado, especifico para cada modelo descrito a seguir.

2.7. Comportamento nociceptivo induzido por formalina

O Zebrafish adulto foi pré-tratados (20 pL; v.0.) com Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0
mg/mL) ou morfina (Mor; Controle positivo; 0,2 mg/mL; i.p.), ou veiculo (Controle, DMSO
3%). Ap6s 1 hora dos tratamentos via oral e 30 min via intraperitoneal, foi administrada uma
injecdo intramuscular de formalina (Agonista TRPA1; 0,1%; 5,0 uL; i.m.) na cauda dos animais
(n=6/grupo). Um grupo sem tratamentos (Naive) também foi incluido. O efeito antinociceptivo
foi caracterizado pelo aumento da AL na fase neurogénica (0-5 min), bem como na fase
inflamatoria (15 a 30 min), conforme metodologia proposta por Magalhaes et al. (2017).
2.8 Comportamento nociceptivo corneal induzido por salina hipertonica

A nocicepcao corneal foi induzida com solugdo salina hipertonica (agonista do
TRPV1; NaCl 5,0 M; 5,0 uL), aplicada no olho direito dos animais (n = 6/grupo), 1 h apos o
pré-tratamento via oral de Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (Controle negativo;
DMSO 3%; 20 puL; v.0.), bem como 30 min ap6s administra¢do via intraperitoneal de morfina
(Mor; Controle positivo; 0,4 mg/mL; 20 pL; i.p.). Um grupo ndo tratado (Naive) foi incluido.
O efeito antinociceptivo corneal foi caracterizado pelo aumento da AL durante 0-5 min de
analise (Magalhaes et al., 2018).

Este teste foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos canais do TRPV1
(Ver resultados). Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n = 6/grupo) foram
pré-tratados intraperitonealmente com capsazepina (antagonista do TRPV1; 0,5 mg/mL; 20 uL;
i.p.), 15 minutos antes da administragdo oral da menor dose eficaz de Taxi (Ver sec¢do de
resultados).
2.9. Comportamento nociceptivo abdominal induzido por Lipopolissacarideo (LPS)

A nocicepg¢ao abdominal foi induzida com solucao de Lipopolissacarideo isolado de
Escherichia coli (LPS; agonista TRPAT; 62,5 ug/mL; 3,0 uL), aplicada (i.p.) no abdémen dos
animais (n = 6/grupo), 1 h apds o pré-tratamento via oral com Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL)
ou veiculo (Controle negativo; DMSO 3%; 20 pL; v.0.), bem como 30 min ap6s administra¢ao

via intraperitoneal de morfina (Mor; Controle positivo; 0,2 mg/mL; 5,0 uL; i.p.). Um grupo nao
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tratado (Naive) foi incluido. O efeito antinociceptivo abdominal foi caracterizado pelo aumento
da AL durante 0-5 min de andlise (de Oliveira et al., 2025).

Este teste também foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos canais do
TRPATI. Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados
intraperitonealmente com HC-030031 (HC; antagonista TRPAT1; 0,1 mg/mL; 5,0 puL; i.p.), 15
minutos antes da administracdo oral da menor dose eficaz da amostra teste (Ver seccdo de
resultados).

2.10. Comportamento nociceptivo induzido por glutamato

A nocicepgao foi induzida com solugdo de glutamate (agonista NMDA; 12,5 uM; 5,0
uL), aplicada (i.p.) na calda dos animais (n = 6/grupo), 1 h apos o pré-tratamento via oral com
Taxi (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (Controle negativo; DMSO 3%; 20 uL; v.0.), bem
como 30 min apos administra¢do via intraperitoneal de morfina (Mor; Controle positivo; 0,2
mg/mL; 5,0 puL; i.p.). Um grupo nao tratado (Naive) foi incluido. O efeito antinociceptivo foi
caracterizado pelo aumento da AL durante 0-15 min de analise (Batista et al., 2018; Soares et
al., 2019).

Este teste também foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos receptores
glutamatérgicos (NMDA). Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n = 6/grupo)
foram pré-tratados intraperitonealmente com ketamina (Keta; antagonista NMDA; 0,001 %; 5,0
pL; i.p.), 15 minutos antes da administracdo oral da menor dose eficaz de Taxi (Ver sec¢do de
resultados).

2.11. Comportamento nociceptivo induzido por mentol

A nocicepgao foi induzida com solugao de mentol (agonista TRPMS; 1,2 mM; 5,0
uL), aplicada (i.p.) na calda dos animais (n=6/grupo), 1 h apés o pré-tratamento via oral com
Taxifolina (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL) ou veiculo (Controle negativo; DMSO 3%; 20 uL; v.o.),
bem como 30 min apds administrag¢@o via intraperitoneal de morfina (Mor; Controle positivo;
0,2 mg/mL; 5,0 uL; i.p.). Um grupo ndo tratado (Naive) foi incluido. O efeito antinociceptivo
foi caracterizado pelo aumento da AL durante 0-10 min de anélise (Ribeiro et al., 2024).

Este teste também foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos canais
ionicos TRPMS. Portanto, em um experimento subsequente, os animais (n = 6/grupo) foram
pré-tratados intraperitonealmente com AMTB (antagonista TRPMS; 0,3 mg/mL; 5,0 uL; i.p.),
15 minutos antes da administracdo oral da menor dose eficaz de Taxifolina (Ver seccdo de

resultados).
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2.12. Atividade anti-inflamatoria
A atividade anti-inflamatoéria foi realizada sob edema abdominal induzido por

carragenina, conforme descrito por Huang et al. (2014). Os animais (n = 6/grupo) receberam os
mesmos tratamentos dos testes nociceptivos, mas o controle positivo foi diclofenaco sédico (2,5
mg/mL; v.o.; 20 pL). Ap6s 1 h dos tratamentos, o ZFa recebeu, no abdomen, injecdo de
carragenina (1,4%; 20 uL; i.p.). O efeito anti-inflamatorio foi caracterizado com a diminui¢ao
do edema abdominal (EA), medindo-se o peso corporal dos animais, em miligramas (mg), antes
(Oh) e até 4 h apds inducao de inflamagao (EA = PC4h-PCOh). Os animais foram sacrificados
imediatamente para cessar as reagdes biologicas ao final do experimento.
2.13. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrdo da média para cada
grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuicdo e homogeneidade dos
dados, as diferengas entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA
unidirecional), seguida do teste de Tukey. Todas as andlises foram realizadas com o software

GraphPad Prism v. 9.0. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p < 0,05).
3.0 Triagem virtual, acoplamento molecular e ferramentas ADMET
3.1. Pesquisa em bases de dados (DrugBank e PubChem)

Foi realizada wuma pesquisa inicial na base de dados DrugBank

(https://go.drugbank.com/) utilizando as palavras-chave medicamentos analgésicos e anti-

inflamatorios, com o objetivo de identificar farmacos que atuam seletivamente sobre alvos
moleculares envolvidos na nocicep¢do e na inflamacdo. A partir dessa triagem, foram
selecionadas estruturas de fArmacos inibidores € moduladores dos receptores TRPV1, TRPAI,

TRPMS, ASIC, NMDA.

As estruturas dos compostos de interesse Taxifolina, Capsaicina, Morfina,
Capsazepina, Naloxona, Cinamaldeido, HC-030031, Mentol, Cloridrato de AMTB, Glutamato,
Ketamina, Acido acético, Amilorida e Diclofenaco de sédio foram obtidas na base de dados

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) em formato tridimensional (3D SDF) para

posterior preparo € acoplamento molecular.

3.2. Triagem virtual, acoplamento molecular e ferramentas ADMET


https://go.drugbank.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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As estruturas moleculares dos ligantes foram baixadas em formato 3D SDF e,
posteriormente, convertidas para o formato PDBQT utilizando o programa Open Babel

(https://sourceforge.net/projects/openbabel/), para serem empregadas nos calculos de

acoplamento molecular (docking).

As estruturas cristalograficas dos alvos moleculares foram obtidas no Protein Data
Bank (PDB, https://www.rcsb.org): TRPV1 (PDB ID: 8JQR), TRPA1 (PDB ID: 6X2J),
TRPMS (PDB ID: 8BDC), ASIC (PDB ID: 4NTX), receptor NMDA (PDB ID: 7EOR). Os

sitios ativos de cada receptor/enzima foram preditos pela ferramenta online FTSite

(https://ftsite.bu.edu) e confirmados com base nos artigos de cristalografia de cada proteina

disponiveis no proprio PDB.

Os receptores foram preparados e convertidos para o formato PDBQT no programa
AutoDockTools, incluindo remog¢do de moléculas de dgua, adi¢do de hidrogénios polares e
cargas parciais. Em seguida, foram realizados a triagem virtual e o acoplamento molecular entre
todos os ligantes selecionados Taxifolina, Capsaicina, Morfina, Capsazepina, Naloxona,
Cinamaldeido, HC-030031, Mentol, Cloridrato de AMTB, Glutamato, Ketamina, Acido
acético, Amilorida e Diclofenaco de sédio e os receptores TRPV1, TRPA1, TRPMS, ASIC,
NMDA, utilizando o software AutoDock Vina.

Para cada complexo receptor-ligante, foram geradas nove poses, retornando suas
respectivas energias de afinidade (kcal-mol™). As melhores poses, selecionadas com base na
menor energia de afinidade e no posicionamento adequado no sitio ativo, foram analisadas e

visualizadas no software PyMOL 2.1 (https://www.pymol.org/). Os mapas de interacdo 2D de

cada complexo foram obtidos por meio do software Discovery Studio Visualizer 4.5

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download).

As propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas (ADMET) dos ligantes foram

avaliadas com o auxilio dos programas DataWarrior (https://openmolecules.org/datawarrior/) e

pkCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/), permitindo estimar o perfil de absorcdo,

distribui¢cdo, metabolismo, excrecao e toxicidade dos compostos selecionados.


https://sourceforge.net/projects/openbabel/
https://www.rcsb.org/
https://ftsite.bu.edu/
https://www.pymol.org/
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
https://openmolecules.org/datawarrior/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
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4.0. Resultados

4.1. Toxicidade 96 h
Para todas as concentragdes de taxifolina, sugere-se que a CLso pode ser superior a
1,0 mg/mL (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos testes de toxicidade aguda da amostra teste frente ao zebrafish adulto.

Amostra Mortalidades do Zebrafish Adulto 96 h de Analise
Teste \Y 0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 1,0 mg/mL | CLso (mg/mL)/
v
Taxifolina 0 0 0 0 > 1,0

V - Veiculo — DMSO 3% (Controle; 20 pL; v.0.). CL50-concentragdo letal para matar 50% dos zebrafish adulto;
IV — intervalo de confianga;

4.2. Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

A taxifolina ndo apresentou efeito sedativo, pois os animais tratados com Taxifolina
(0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL; 20 uL; v.0.) ndo alteraram a atividade locomotora do ZFa,
significativamente [(¢ = 8,191; g = 8,095; ¢ = 7,999) p<0,0001 vs. DZP] diferente do efeito
dos animais tratados com diazepam (DZP; 10 mg/mL; 20 pL; v.0.), utilizado como controle
sedativo (¢ = 11,8, p<0,0001 vs. Naive; g = 11,04, p<0,0001 vs. Veiculo). Os resultados da

atividade locomotora sdo mostrados na Figura 1C (Fs, 30 = 16,75).
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Figura 1. Efeito da taxifolina sob a atividade locomotora do zebrafish (Danio rerio) adulto, analisado no Teste de
Campo Aberto (0-5 min). Naive - animais ndo tratados. DZP — diazepam (Controle sedativo; 10 mg/mL; 20 uL;
v.0.). V -veiculo (DMSO 3%; 20 pL; v.0). Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para
6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Naive ou Veiculo; ####p<0,0001 vs. DZP).
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4.3. Comportamento nociceptivo induzido por formalina

Em relagcdo a 1* Fase (fase neurogénica) do Teste da Formalina Fig. 2A (F 5,30 =
48,83), a taxifolina inibiu o comportamento nociceptivo em ZFa induzido pela formalina
(0,1%), pois os ZFa tratados com solugdes de 0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL (20 (L; v.0.)
apresentaram efeito significativamente [(g = 9,0006; g = 9,237; g = 8,570) p<0,0001 vs.
Controle] diferente do Controle (DMSO 3%; 20 (L; v.0.). Porém, tal efeito da taxifolina foi
significantemente [(¢ = 9,288; ¢ = 9,058; ¢ = 9,725) p<0,0001; vs. Morfina] diferente do efeito
dos animais tratados com morfina (0,2 mg/mL; 20 pL; ip.), utilizada como controle
antinociceptivo (¢ = 18,29, p<0,0001 vs. Controle ou ¢ = 0,3079, p>0,05 vs. Naive). Somente
amaior concentra¢do da taxifolina (1,0 mg/mL ;20 fL; v.0.) inibiu significantemente (¢ = 10,85,
p<0,0001 vs. Controle) o comportamento nociceptivo na 2* fase do Teste da Formalina, Fig. 2B
(F 5, 30 = 41,57). Esse efeito da taxifolina (1,0 mg/mL ;20 fL; v.0.), nesta fase, foi
significantemente (g = 2,212, p>0,05 vs. Morfina) semelhante ao efeito da morfina (0,2 mg/mL;
20 uL; i.p.), utilizada como controle antinociceptivo (¢ = 13,06, p<0,0001 vs. Controle ou g =
0,4340, p>0,05 vs. Naive).

Neurogenic stage (0-5 min) Inflammatory stage (15-30 min)
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Formalin (0.1%; 5 L applied in the tail) Formalin (0.1%; 5 pL applied in the tail)

Figura 2. Efeito da taxifolina sob o comportamento nociceptivo em ZFa induzido pela formalina, analisado em
ambas as fases do teste. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 uL; v.0). Morfina (Controle antinociceptivo; 0,2
mg/mL; 20 pL; ip.). Naive - animais ndo tratados. Os valores representam a média + erro padrdo da média
(E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle; »p<0,0001 vs. Morfina
ou Naive).
4.4. Comportamento nociceptivo corneal induzido por salina hipertonica

A taxifolina inibiu o comportamento nociceptivo corneal em ZFa induzido pela salina
hipertonica (NaCl, 5 M, 5 [L aplicado no olho direito), pois os ZFa tratados com taxifiolina

(0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL; 20 fL; v.0.) apresentaram efeito significativamente [(¢ = 2,350; ¢
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=2,416; g = 2,005) p<0,05 vs. Morfina] semelhante ao efeito dos animais tratados com morfina
(0,4 mg/mL; 20 pL; i.p.), utilizada como controle antinociceptivo (¢ = 9,499, p<0,0001 vs.
Controle ou ¢ = 0,2958, p>0,05 vs. Naive). Os resultados sao ilustrados nas Figura 3A (F 5,30 =
11,99).
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Control 0.01 0.1 1.0 Morfine Naive

Taxifolin (mg/mL; 20 uL; p.o.)

Hipertonic saline (NaCl; 5 M; 5 uL; into the rigth eye)

Figura 3. Efeito da taxifolina sob o comportamento nociceptivo em ZFa induzido pela salina hiperténica, analisado
de 0-5 min. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 uL; v.0). Morfina (Controle antinociceptivo; 0,4 mg/mL; 20 uL;
i.p.). Naive - animais ndo tratados. Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Controle).

4.5. Envolvimento dos canais ionicos TRPV1 sob o efeito antinociceptivo corneal
A capsazepina preveniu, significativamente (¢ = 10,77, p<0,0001 vs. taxifolina + CZP),

o efeito antinociceptivo corneal da taxifolina em ZFa, Figura 4A (F 4,25 = 42,45).
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Figura 4. Efeito da capsazepina (CZP; antagonista do TRPV1; 0,5 mg/mL; 20 uL; i.p.) sob o efeito antinociceptivo
corneal da taxifolina (Taxi; 0,01 mg/mL; 20 pL; v.0.) em Zebrafish adulto, analisado de 0-5 min. Controle -
veiculo (DMSO 3%; 20 uL; v.0). Naive - animais nao tratados. Os valores representam a média + erro padrao da
média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle; ####p<0,0001 vs.
Taxi).
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4.6. Comportamento nociceptivo abdominal induzido por LPS

A taxifolina inibiu 0o comportamento nociceptivo abdominal em ZFa induzido pela
LPS (agonista TRPA1; 62,5 ug/mL; 3,0 uL; i.p.), pois os ZFa tratados com Taxi (0,01 ou 0,1
ou 1,0 mg/mL; 20 (L; v.0.) apresentou efeito significativamente [(¢ = 9,165; g = 8,802; g =
10,96) p<0,0001 vs. Controle] diferente do Controle (DMSO 3%, 20 (L; v.0.). Tal efeito da
Taxi foi significantemente [(¢g = 0,2244; g = 0,1381; g = 2,019) p<0,05 vs. Morfina] semelhante
ao efeito dos animais tratados com morfina (Mor; 0,2 mg/mL; 5,0 uL; i.p.), utilizada como
controle antinociceptivo abdominal (¢ = 8,940, p<0,0001 vs. Controle ou ¢ = 0,1381, p>0,05

vs. Naive). Os resultados sdo ilustrados nas Figura 5 (F 5,30 = 15,32).
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Taxifolin (mg/mL; 20 pL; p.o.)

LPS (62.5 pg/mL; 3 uL; ip.)

Figura 5. Efeito da taxifolina sob o comportamento nociceptivo abdominal em ZFa induzido pela LPS
(agonista TRPAT1; 62,5 ug/mL; 3,0 uL; i.p.), analisado durante 5 min. Controle - veiculo (DMSO 3%;
20 uL; v.0). Morfina (Controle antinociceptivo; 0,2 mg/mL; 5,0 uL; i.p.). Naive - animais nao tratados.
Os valores representam a média = erro padrao da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida

de Tukey (¥***p<0,0001 vs. Controle).

4.7. Envolvimento do canal ionico TRPA1 sob o efeito antinociceptivo abdominal

O HC (HC-030031; antagonista TRPAI; 0,1 mg/mL; 5,0 puL; ip.) preveniu,
significativamente (¢ = 12,57, p<0,0001 vs. Taxi + HC), o efeito antinociceptivo abdominal da
Taxi em ZFa, Figura 6 (F 4,25 = 46,86).



79

150+
dededede
n ks
=l .
£ . dekkk
n |
7]
g 1004 I 1 ® -T-
o e *
£ 1
) .
b -
B 50 N 'T'
E
5 4
4 °
0- T T T T
Control HC Taxi Taxi + HC Naive

LPS (62.5 ug/mL; 3 uL; i.p.)

Figura 6. Efeito do HC (HC-030031; antagonista TRPA1; 0,1 mg/mL; 5,0 uL; i.p.) sob o efeito antinociceptivo
abdominal da taxifolina (0,01 mg/mL; 20 pL; v.0.) em ZFa. A nocicep¢do abdominal foi induzida pela LPS
(agonista TRPAT1; 0,0625 mg/mL; 3,0 uL; i.p.), analisada durante 5 min. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 uL;
v.0). Naive - animais ndo tratados. Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle; * ###p<0,0001 vs.Taxi).

4.8. Comportamento nociceptivo induzido por glutamato

A taxifolina inibiu o comportamento nociceptivo em ZFa induzido pelo glutamato
(12,5 fM, 5,0 fL; i.m. aplicados na calda), pois os ZFa tratados com taxifiolina (0,01 ou 0,1 ou
1,0 mg/mL; 20 [L; v.0.) apresentaram efeito significativamente [(¢ = 2,855; ¢ = 2,678; g =
2,804) p<0,05 vs. Morfina] semelhante ao efeito dos animais tratados com morfina (0,2 mg/mL;
20 uL; i.p.), utilizada como controle antinociceptivo (g = 13,49, p<0,0001 vs. Controle ou g =
0,1768, p>0,05 vs. Naive). Os resultados sao ilustrados nas Figura 7 (F 5,30 = 24,90).
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Figura 7. Efeito da taxifolina sob o comportamento nociceptivo em ZFa induzido pelo glutamato (12,5 [M, 5,0
(L aplicado na calda), analisado durante 0-15 min. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 uL; v.0). Morfina (Controle
antinociceptivo; 0,2 mg/mL; 5,0 uL; i.p.). Naive - animais ndo tratados. Os valores representam a média + erro
padrao da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle)
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Figura 8. Efeito da ketamina (Keta; antagonista NMD) sob o efeito antinociceptivo da taxifolina (0,01 mg/mL;
20 pL; v.0.) em ZFa. A nocicepgao foi induzida pela ketamina (0,001%; 5,0 pL; i.p. aplicada na calda), analisada
durante 0-15 min. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 pL; v.0). Naive - animais ndo tratados. Os valores
representam a média = erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey
(**#%p<0,0001 vs. Controle; *###p<0,0001 vs. Taxi).

4.9. Envolvimento dos receptores glutamatérgicos (NMDA)

A ketamina (Keta; antagonista NMDA; 0,001%; 5,0 puL; i.p.) preveniu, significativamente
(g = 10,32, p<0,0001 vs. Keta + Taxi), o efeito antinociceptivo da Taxi em ZFa, Figura 9
(F 4,25 = 44,65).
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Figura 9. Efeito da ketamina (Keta; antagonista NMDA; 0,001%; 5,0 pL; i.p.) sob o efeito antinociceptivo da
taxifolina (0,01 mg/mL; 20 pL; v.0.) em ZFa, analisado durante 0-15 min. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 pL;
v.0). Naive - animais ndo tratados. Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle; * ###p<0,0001 vs. Taxi).
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4.10. Comportamento nociceptivo induzido por mentol

A taxifolina inibiu o comportamento nociceptivo em ZFa induzido pelo mentol
(agonista TRPMS; 1,2 mM; 5,0 uL; im. aplicados na calda), pois os ZFa tratados com
taxifiolina (0,01 ou 0,1 ou 1,0 mg/mL; 20 (L; v.0.) apresentaram efeito significativamente [(g
=2851; q =2,471; g = 2,091) p<0,05 vs. Morfina] semelhante ao efeito dos animais tratados
com morfina (0,2 mg/mL; 20 uL; i.p.), utilizada como controle antinociceptivo (¢ = 16,12,
2<0,0001 vs. Controle ou g = 0,5068, p>0,05 vs. Naive). Os resultados sdo ilustrados nas Figura
9 (F 5,30 =38,08).
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Figura 10. Efeito do mentol (agonista TRPMS) sob o efeito antinociceptivo da taxifolina (0,01 mg/mL; 20 pL;
v.0.) em ZFa, analisada durante 0-10 min. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 uL; v.0). Naive - animais ndo
tratados. Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida
de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle).

4.11. Envolvimento do canal ionico TRPMS

O AMTB (antagonista TRPMS; 0,3 mg/mL; 5,0 uL; i.p.) preveniu, significativamente
(g =17,96, p<0,0001 vs. Taxi + Taxi), o efeito antinociceptivo da Taxi em ZFa, Figura 11 (F 4,

25 = 130,4). pars
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Figura 11. Efeito AMTB (antagonista TRPMS; 0,3 mg/mL; 5,0 uL; i.p.) sob o efeito antinociceptivo da taxifolina
(0,01 mg/mL; 20 pL; v.0.) em ZFa, analisado durante 0-10 min. Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 uL; v.0). Naive
- animais ndo tratados. Os valores representam a média + erro padrao da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo.
ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle; * ###p<0,0001 vs. Taxi).

4.12. Atividade anti-inflamatoria

O pré-tratamento com taxifolina (Taxi; 0,01 ou 0,1 ou 1,0 ppm; 20 (L; v.0.) reduziu
o edema abdominal em ZFa induzido pela carragenina (1,4%; 20 [L; i.p.), significativamente
[(g=17,49; q = 17,36; g = 17,43) p<0,0001 vs. Controle] diferente do Controle (DMSO 3%;
20 (L; v.0.). Tal efeito do EFM foi significantemente [(¢ = 0,8647; ¢ = 0,9977; g = 0,9312)
p<0,05 vs. DS] semelhante ao efeito dos animais tratados com diclofenaco de soédio (DS; 2,5
mg/mL; 20 pL; v.0.), utilizado como controle anti-inflamatoério (¢ = 18,36, p<0,0001 vs.

Controle). Os resultados sdo ilustrados nas Figura 12 (F 4,25 = 62,53).
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Figura 12. Efeito da taxifolina sob o edema abdominal em ZFa induzido pela carragenina (1,4%; 20 (L; ip.),
analisado individualmente (0-4 h). Controle - veiculo (DMSO 3%; 20 puL; v.0). DS - diclofenaco de sédio (controle
anti-inflamatorio; 2,5 mg/mL; 20 puL; v.o.). Os valores representam a média = erro padrao da média (E.P.M.) para
6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (¥****p<0,0001 vs. Controle).
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5.0. Triagem virtual (Screening virtual), acoplamento molecular e ferramentas ADMET
5.1. Acoplamento molecular da taxifolina e alvo molecular (TRPV1)

Na Figura 13, as poses de taxifolina, capsaicina, morfina, capsazepina e naloxona
aparecem sobrepostas no vanilloid binding pocket (VBP) do TRPV1 (8JQR), sugerindo
ocupacdo de um mesmo bolso de ligacdo. Esse enquadramento ¢ compativel com descrigdes
estruturais do TRPV1 em que antagonistas se acomodam no VBP e podem se associar a
mudangas (ou restri¢gdes) no movimento de hélices envolvidas no canal. A taxifolina apresentou
o AG mais negativo (-9,1 kcal/mol), seguida por capsazepina e naloxona (-8,4 kcal/mol),
enquanto morfina (-7,8 kcal/mol) e capsaicina (-7,1 kcal/mol) ficaram com valores menos
negativos no mesmo alvo. O padrdo de contatos listados (predominio de Van der Waals e
interagdes hidrofobicas, com contribui¢cdes pontuais de ligagdes de hidrogénio e interagdes )
envolve residuos como Tyr511, Ser512, Leu515, Leu553, Ala566, Glu570, Arg557 e Asn551,
que também aparecem descritos como componentes do VBP e participantes de interacdes
relevantes em complexos estruturais do TRPV1.

Figura 13. Complexo formado entre o receptor TRPV1 (PDB ID: 8JQR) e os ligantes taxifolina

(amarelo), capsaicina (vermelho), morfina (verde), capsazepina (laranja) e naloxona (roxo) com o sitio
ativo do receptor)

Tabela 2. Interagdes e afinidade de ligacdo (AG) ligantes taxifolina, capsaicina, morfina, capsazepina e
naloxona com o receptor TRPV1 (PDB ID:8JQR).

Compostos AG Tyr Ser Leu Leu Ala Glu Arg Asn
(kcal/mol) 511 512 515 553 566 570 557 551
Taxifolina 9.1 Vw Vw Vw Pi.S Pi.S Vw Coh.B Vw
Capsazepina -8.4 Coh.B Vw  Alkyl Vw PiS Vw Pi-ca Ch.B
Naloxona -84 Co.h.B  Vw Alkyl Vw Pi.S Vw Pi-ca Ch.B
Morfina 7.8 Vw Vw Alkyl Ch.B Vw
Capsaicina -7.1 Vw Vw Vw Vw Pi.S ChB Vw Vw

Interacdes: Vw: Forcas de Van der Waals; C.h.B: Ligac¢ao hidrogénio-carbono; PI. S: Interacdo pi-sigma; Alkyl:
Interacgdo alquila; Co.h. B: Ligagdo de hidrogénio convencional; Pi-ca: interag¢ao pi-cation.
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5.2. Acoplamento molecular da taxifolina e alvo molecular (TRPA1)

Na analise in silico do TRPA1 (PDB: 6X2J), Na Figura 14 ¢ possivel observar que as
poses de taxifolina, cinamaldeido, morfina e do composto de referéncia HC-030031 ficaram
acomodadas em um bolsdo transmembranar descrito na literatura como uma fenda entre o
dominio tipo sensor de voltagem (VSLD) e o modulo do poro, inserida na fase hidrofobica da
membrana. Nesse tipo de sitio, costuma predominar um ambiente majoritariamente apolar, com

poucas interagdes polares se destacando.

Considerando os valores de afinidade previstos (AG), o HC-030031 apresentou o
resultado mais favoravel (-7,3 kcal), seguido de perto pela taxifolina (-7,0 kcal), enquanto
morfina (-6,7 kcal) e cinamaldeido (-5,4 kcal) ficaram com valores menos negativos. Em termos
de contatos, as interagdes descritas na tabela sugere que a taxifolina se mantém principalmente
por Van der Waals com Ala836, Tyr840, Ser887 e GIn940, além de um empilhamento ©-n com
Phe841 e contato adicional com Phe947, o que se encaixa bem na ideia de um bolso dominado

por interagdes apolares, com poucos pontos mais especificos.

Figura 14. Complexo formado entre o receptor TRPA1 (PDB ID: 6X2J) e os ligantes Taxifolina

(amarelo), Cinamaldeido (vermelho), Morfina (verde), e HC-030031 (laranja) no sitio ativo do receptor.

$
Tabela 3. Interacdes e afinidade de ligacdo (AG) ligantes taxifolina, Cinamaldeido, Morfina , e HC-
030031 com o receptor TRPA1 (PDB ID: 6X21J).

Compostos AG Ala Tyr Ser GIn Phe Met Leu Ile Leu Leu  Phe
(kcal) 836 840 887 940 841 844 847 863 867 871 947
HC-030031 7.3 --- -—- -—- -—- -- Ch.B Vw Alkyl PLS Alkyl Pi-T
Taxifolina 70 Vw Vw Vw Vw  Pi-Pi -—- S — - - Vw
Morfina -6.7 - - - - - -—-  Vw PLS Vw  Vw
Cinamaldeido 54 Vw Vw Vw Vw Vw

Interacdes: Vw: For¢as de Van der Waals, C.h.B: Ligacdo de hidrogénio-carbono, Pi.S: Interagdo pi-
sigma, Alkyl: Interacdo alquila, Co.h.B: Liga¢do de hidrogénio convencional, Pi-ca: Interagdo pi-cation,
Pi-Alk: Interacdo pi-alquila, Pi-Pi: Empilhamento pi-pi (paralelo), Pi-T: Interagdo pi-pi em forma de T.
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5.3. Acoplamento molecular da taxifolina e alvo molecular (TRPMS)

Na figura 15 observamos que no complexo com o TRPMS8 (PDB: 8BDC), a taxifolina aparece
acomodada no bolso de ligagao descrito para esse canal, associado ao dominio tipo sensor de

voltagem (VSLD) e a hélice TRP.

Considerando os valores de afinidade (AG) obtidos, a taxifolina apresentou energia mais
favoravel (-8,1 kcal/mol), muito proxima do antagonista AMTB (-8,0 kcal/mol) e da morfina (-
7,9 kcal/mol), enquanto o mentol mostrou menor favorabilidade (-6,0 kcal/mol). Na inspecao
das interagdes, a taxifolina manteve contatos de Van der Waals com Tyr745 e Tyr1005 e incluiu
ligacdo do tipo hidrogénio-carbono com Arg842 e Asn741, além de uma interacdo m-anion com
Asp802, sugerindo um padrdo de ancoragem que envolve residuos ja apontados como

relevantes para a cavidade VSLD e para a resposta a ligantes como o mentol.

Figura 15. Complexo formado entre o receptor TRPMS8 (PDB ID: 8bdc) e os ligantes Mentol
(vermelho), Morfina (verde), Taxifolina (amarelo) e Cloridrato de AMTB (laranja) no sitio ativo

do receptor.

Tabela 4. Interagdes e afinidade de ligagdo (AG) ligantes Mentol, Morfina, Taxifolina e Cloridrato
de AMTB com o receptor TRPMS (PDB ID: 8bdc).

Compostos AG Arg Lys Tyr Tyr Asn Asn Asp Glu
(kcal/mol) 842 856 745 1005 741 799 802 782

Taxifolina -8.1 Coh.B - Vw Vw Coh.B Vw Pi-an -

Cloridrato de -8.0 Vw Vw Vw Ch.B CohB --

AMTB

Morfina -7.9 Coh.B - VW - Co.h.B - -

Mentol -6.0 Vw - Alkyl Pi-Alk Co.h.B -—- -— -

Interagdes: Vw: Forcas de Van der Waals; C.h.B: Carbon Hydrogen Bond; PI. S: Pi.sigma; Alkyl; Co.h.B:
Coonventional hydrogen bond; Pi-ca: Pi-cation; Pi-Alk: Pi-Alkyl; Pi-Pi: Pi-Pi Stacked; Pi-Pi T: Pi-Pi T- Shaped;
Pi-na: Pi-Anion.
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5.4. Acoplamento molecular da taxifolina e alvo molecular (ASIC)

A figura 16 referente ao docking com ASIC (PDB: 4NTX), foi possivel observar na
figura a sobreposicao dos ligantes (dcido acético, morfina, taxifolina e amiloride) em uma
mesma regido do receptor, compativel com o fato de que os ASICs funcionam como sensores
de protons extracelulares, frequentemente discutidos no contexto de acidose tecidual associada

a inflamagao/isquemia, ¢ apresentam sensibilidade a amiloride como bloqueador classico.

Na tabela, os valores de afinidade previstos (AG) ficaram mais negativos para morfina
(-5,1 kcal/mol), seguidos por taxifolina (-4,7 kcal/mol) e amiloride (-4,5 kcal/mol), enquanto o
acido acético (-2,0 kcal/mol) mostrou menor favorabilidade. Em termos de contatos, o padrao
listado sugere predominancia de Van der Waals, com participacdo pontual de ligagdo de
hidrogénio (no meu quadro, sobretudo para amiloride, dcido acético em Ala444/Serd445). Esse
recorte conversa com discussdes estruturais de ASIC em que a seletividade e regides do TM2
(incluindo a area do motivo GAS) e residuos proximos sdo relevantes para a condugdo/selecao
i0nica e também aparecem associados a sitios relacionados ao bloqueio por amiloride, embora

o encaixe exato do bloqueador possa variar conforme estado conformacional e modelo usado.

Figura 16. Complexo formado entre o receptor ASIC (PDB ID: 4ntx) e os ligantes Acido acético

(Vermelho), Morfina (Verde), Taxifolina (Amarelo) e Amiloride (Laranja) no sitio ativo do receptor.

Tabela 5. Interagdes e afinidade de ligagdo (AG) ligantes Acido acético, Morfina, Taxifolina e

Amiloride com o receptor ASIC (PDB ID: 4ntx).

Compostos AG Gly Gly Asp Gly Ala Ser Thr Glu
(kcal/mol) 436 439 433 443 444 445 448 451

Morfina -5.1 - - --- --- - -

Taxifolina 4.7 Vw Vw -—- Vw Vw —
Amiloride 45 Vw Vw - Co.h B Vw —
Acido acético 2.0 - Vw - CohB Vw .

Interacgées: Vw: Forcas de Van der Waals; Co.h.B: Coonventional hydrogen bond
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5.5. Acoplamento molecular da taxifolina e alvo molecular (NMDA)

A figura 17 referente ao docking com o receptor NMDA (PDB: 7EOR), os ligantes
apresentaram valores de afinidade (AG) na faixa aproximada de -6,1 a -4,0 kcal/mol, com a taxifolina
exibindo o menor AG entre os compostos testados. Na inspecao das poses e da tabela de contatos, ndo
ficaram registradas interagdes especificas com os aminoacidos definidos no sitio ativo para esse modelo,

0 que pode sugerir um encaixe mais superficial, um posicionamento fora do bolso ortostérico.

Esse padrao € coerente com a ideia de que, no NMDA, a regido de acoplamento funcional
envolve o nucleo de gating formado por dominios de ligagdo ao ligante (LBDs) e o dominio
transmembranar (TMD), com mudangas conformacionais dependentes do tipo de ligante modulador.
outrossim, estruturas recentes descrevem sitios alternativos relevantes, como a interface entre LBDs e
uma cavidade na regido de ligagdo LBD-TMD Nesse contexto, a auséncia de contatos no sitio ativo do
7EOR pode ser discutida como compativel com a possibilidade de ag¢do por regides moduladoras, em
vez de um bloqueio competitivo classico, mantendo o resultado alinhado com uma interpretagdo mais

cautelosa e mecanisticamente plausivel.

Figura 17. Complexo formado entre o receptor NMDA (PDB ID: 7EOR) e os ligantes Glutamato
(vermelho), Morfina (verde), Taxifolina (amarelo), ketamina (laranja) e Naloxona (Roxo) no sitio ativo

do receptor.

Tabela 6. Interacdes e afinidade de ligagdo (AG) ligantes Glutamato, Morfina, Taxifolina, ketamina e

Naloxona com o receptor NMDA (PDB ID: 7EOR).

Compostos AG (kcal/mol) Ser His Leu Gly Ser Tyr Thr

511 485 512 688 689 730 690
Taxifolina -6.1 - — — —
Naloxona 5.9 - - - -
Glutamato -4.9 - — — —
ketamina -4.9 — — - —
Morfina 4.0 - - - —

Interac¢ées: nenhum dos compostos apresentou interagcdo com os aminoacidos do sitio ativo
da proteina (PDB ID: 7EOR).
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5.6. Acoplamento molecular da taxifolina e alvo molecular (COX-2)

A figura 18 referente ao docking com o alvo COX (PDB: 6COX), eu observei na figura
que taxifolina e diclofenaco aparecem ocupando a mesma cavidade catalitica. Na tabela, o
diclofenaco apresentou um AG mais negativo (-8,3 kcal/mol) do que a taxifolina (-7,5
kcal/mol), enquanto o padrdo de contatos listado sugere predominancia de interagdes
hidrofobicas/Van der Waals, com participagdo de residuos classicos do canal de ligagdao de

AINEs, como Argl20, Tyr355, Tyr385, Val523, Gly526, Ala527 e Ser530.

Esse recorte conversa com descri¢des estruturais de COX em que Argl20 e Tyr355
aparecem associados a ancoragem de inibidores, e Tyr385, Ser530 e aregido de Gly526, Ala527
sdo frequentemente citadas como pontos de contato no canal hidrofébico que acomoda esses

ligantes.
5.7. Avaliacao das caracteristicas ADMET

Os compostos foram caracterizados quanto a descritores fisico-quimicos (HBA, HBD,
LogP, MW e PSA) com o objetivo de apoiar a analise de drug-likeness em etapa de triagem,

utilizando a Regra de Lipinski como critério orientativo.

Observou-se predominancia de 0 violagdes no conjunto avaliado, enquanto
capsazepina, HC-030031 e cloridrato de AMTB apresentaram 1 violagdo. A taxifolina exibiu
MW =304,3 g/mol, LogP = 1,186 ¢ PSA =123,8 A2, configurando um perfil relativamente polar
quando comparada a ligantes como mentol e cinamaldeido. Em contraste, o cloridrato de
AMTB apresentou LogP =5,048 ¢ PSA =182,3 A2, sugerindo maior hidrofobicidade combinada

a elevada area polar.

Em conjunto, esses descritores foram empregados como suporte a priorizacdo dos
compostos, considerando que a afinidade prevista em docking nao contempla, isoladamente,
limitagdes farmacocinéticas e de seguranca, e que a incorporacdo de estimativas fisico-

quimicas/ADMET em fase inicial tende a reduzir incertezas na selecao de candidatos.
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Tabela 8- Parametros Fisico-Quimicos e Regra de Lipinski para Compostos Avaliados.

Molecule HBA HBD  LogP MW PSA Rule of 5
Taxifolina 7 5 1.186  304.254 123.82 0
Cinamaldeido 1 0 1.898 132.162 59.99 0
Capsaicina 3 2 3.789 305.418 132.74 0
Morfina 4 2 1.198  285.343 123.19 0
Capsazepina 3 3 3.616 376.909 157.59 1
Naloxona 5 2 1.301 327.38 140.08 0
HC-030031 7 1 1.195 355398 159.25 1
Mentol 1 1 2.439 156.269 69.81 0
Cloridrato de AMTB 4 1 5.048  431.001 182.26 1
Acido acético 1 1 0.090 60.052 24.06 0
Amiloride 5 4 -1.292 229.63 89.32 0
Glutamato 3 3 -0.739 212.52 76.33 0
ketamina 2 1 2.897 237.73 100.99 0

HBA: Aceptores de ligagdo de hidrogénio, HBD: Doadores de ligagdo de hidrogénio, LogP:
Lipossolubilidade, MW (g/mol): Peso molecular, PSA (A?): Area de superficie polar, Rule of 5: Regra
de Lipinski.

5.8. Avaliacao dos Parametros farmacocinéticos

No conjunto avaliado, a taxifolina apresentou absor¢do prevista intermedidria
(69,34%), inferior a observada para ligantes com alta absor¢ao estimada (por exemplo, mentol
96,54%, cinamaldeido 95,01%, cetamina 93,12% e capsaicina 90,07%), porém superior a
compostos com baixa absorc¢ao prevista, como glutamato (25,42%) e amiloride (51,34%). Em
distribuicdo, a taxifolina exibiu VDss = -0,992 e fracdo nao ligada (Fu) = 0,338, situando-se em
faixa intermediaria de Fu quando comparada, por exemplo, ao acido acético (0,767) e naloxona
(0,548), e acima de compostos com Fu reduzida, como diclofenaco de sédio (0,10) e
capsazepina (0,125). Quanto a risco metabdlico/toxicoldégico no painel, a taxifolina foi
classificada como Nao para CYP e hepatotoxicidade (HEPT), contrastando com moléculas que
apareceram como Sim nesses desfechos, incluindo morfina, capsaicina, capsazepina, HC-
030031 e cloridrato de AMTB. Em conjunto, esses resultados in silico sugerem que a taxifolina
combina um perfil ADME previsto moderado (absor¢do intermedidria e Fu intermediaria) com
sinalizacdes de menor alerta no painel CYP/HEPT em comparacdo com alguns ligantes de
referéncia testados, devendo ser interpretados como evidéncia de triagem que requer

confirmacao experimental.

Tabela 9- Parametros farmacocinéticos previstos para compostos com base no modelo pkCSM
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Molecules % VDss Fu CYP HEPT TC
Absorbed

Taxifolin 69.34 -0.992 0.338 Nao Néo -0.039
Cinamaldeido 95.01 0.266 0.3 Nao Nao 0.203
Capsaicin 90.07 0.391 0.156 Nao Sim 1.298
Morfina 70.03 0.899 0.473 Sim Sim 0.857
Capsazepina 86.23 0.512 0.125 Sim Sim -0.455
Naloxona 75.65 1.42 0.548 Nao Niao 1.284
HC-030031 75.73 0.523 0.376 Sim Sim 0.496
Mentol 96.54 0.321 0.44 Nao Nao 0.97
Cloridrato de 91.21 0.81 0 Sim Sim 1.408
AMTB

Acido acético 95.46 -0.619 0.767 Nao Nao 0.595
Amiloride 51.34 0.041 0.807 Nao Sim 0.273
Glutamato 25.42 -0.293 0.412 Nao Nao 0.962
Ketamina 93.12 0.743 0.373 Nao Nao 0.874

Absorbed: porcentagem absorvida, VDss: volume de distribuicdo em estado estacionario (log L-kg™),
Fu: fracdo nado ligada, CYP: inibi¢do de substrato do citocromo P450, Hept: hepatotoxicidade, Tc:
depuracao renal (log mg/kg/dia).

5.9. Avaliacio das Predicoes de toxicidade

No conjunto avaliado, a taxifolina apresentou DS = 0,745 e foi classificada como None
para mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos reprodutivos e irritagdo, associando-se a LD50
(oral, rato) = 2,007, LOAEL = 2,074 e MRTD = 0,886. Em comparacdo, cinamaldeido exibiu
marcagdes High em multiplos desfechos (Mut/Tum/Rep/Irrit) e mentol apresentou classificacao
High para mutagenicidade e tumorigenicidade, enquanto diclofenaco de sodio foi sinalizado
como High em efeitos sobre o sistema reprodutivo. Por outro lado, compostos como capsaicina,
morfina, capsazepina, naloxona, HC-030031, amiloride, glutamato e cetamina permaneceram

predominantemente como None nas mesmas categorias qualitativas.

Em conjunto, esse painel de predigao sugere que a taxifolina se posiciona com menor
carga de alertas qualitativos quando comparada aos compostos marcados como High, além de
apresentar métricas numéricas (LD50/LOAEL/MRTD) no mesmo intervalo de grandeza
observado para parte dos comparadores, devendo tais achados ser interpretados como evidéncia

de triagem a ser confirmada por ensaios experimentais.
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Tabela 10: Predicdes de toxicidade dos compostos avaliados com potencial analgésico e anti-
inflamatorio.

Molecula DL. DS. Mut. Tum. Rep. Irritt LD50 LOAEL MRTD
Cinamaldeido -5.389  0.061 High high High high 1.88 1.944 0.876
Capsaicin -10.37 0389 None none None none 2.065 1.827 0.46
Morfina 5.088 0.912 None none None none 2438  2.282 0.176
Taxifolin 0.444 0.745 None none None none 2.007  2.074 0.886
Capsazepina 1.129 0.626 None none None none 246 1.904 -0.026
Naloxona 0.780 0.741 None none None none 2.403 1.638 -1.494
HC-030031 4.094 0.848 None none None none 2.689 1.263 1.123
Mentol -1.652  0.203 High High None None 2.062 1.852 1.32
Cloridrato de AMTB 3.433 0.630 None None None None 2275  2.46 0.234
Acido acético -2.262  0.116 High None High High 1.774  2.555 1.372
Amiloride 0.181 0.730 None none None none 2.062 1.229 0.935
Glutamato -18.651 0.493 None None None None 2.443 2.415 0.897
Ketamina -6.052 0434 None None None None 2.763 1.121 0.249

DL: Druglikeness, DS: Drugscore, Mut: mutagenicity, Tum: tumorigenicity, Rep: effects on reproductive system
Irrit: irritating effects, LDso. oral rat acute toxicity (mol.kg-1), LOAEL: oral rat chronic toxicity (log mg.kg-
1_bw.day-1), MRTD: maximum recommended tolerated dose (log mg/kg/day).

6.0. Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a taxifolina apresenta um perfil
antinociceptivo e anti-inflamatorio robusto em Zebrafish adulto (Danio rerio), sem evidéncias
de toxicidade aguda até a concentracdo de 1,0 mg/mL. A auséncia de mortalidade e de
alteragdes locomotoras sugere que o composto nao exerce efeitos sedativos ou deletérios sobre
o sistema nervoso central, refor¢ando sua seguranga inicial para uso experimental. Esses
achados sdo consistentes com estudos prévios que apontam a baixa toxicidade da taxifolina e
sua capacidade de modular vias inflamatorias sem comprometer fungdes fisiologicas essenciais

(Zhang et al., 2022; Liu et al., 2021).

No teste da formalina, a taxifolina reduziu significativamente o comportamento
nociceptivo tanto na fase neurogénica quanto na fase inflamatoria, com efeito semelhante ao da
morfina em concentragdes mais elevadas. Esse resultado sugere que o flavonoide pode atuar
em multiplos mecanismos de dor, incluindo modulagao periférica e central. A literatura indica
que flavonoides com estrutura polifendlica sdo capazes de interagir com receptores opioides e

canais i0nicos, modulando a excitabilidade neuronal ¢ a liberacdo de mediadores inflamatorios

(Maciel et al., 2023; Castro et al., 2024).
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A analise dos modelos de nocicep¢dao corneal e abdominal revelou que a taxifolina
exerce efeito comparavel ao da morfina, sendo este efeito prevenido por antagonistas seletivos
de TRPV1 (capsazepina) e TRPA1 (HC-030031). Esses dados reforgcam a hipotese de que a
taxifolina interage diretamente com canais sensiveis a estimulos quimicos e térmicos,
modulando a transmissdo nociceptiva. Estudos recentes confirmam que a ativagdo ou bloqueio
desses canais € central para o desenvolvimento de novos analgésicos de origem natural (Basilio

et al., 2023).

De forma semelhante, os testes envolvendo glutamato e receptores NMDA mostraram
que a taxifolina reduz a nocicepcao induzida, efeito revertido pela ketamina. Isso sugere uma
participagdo relevante da via glutamatérgicos, corroborando evidéncias de que flavonoides
podem atuar como moduladores alostéricos ou competidores em receptores excitatorios,

reduzindo a hiperexcitabilidade neuronal (Ju et al., 2022).

Nos modelos induzidos por mentol ¢ TRPMS, a taxifolina também apresentou efeito
antinociceptivo, prevenido pelo antagonista AMTB. Essa interacdo amplia o espectro de agao
do composto, indicando que sua atividade ndo se restringe a um Unico canal, mas envolve
multiplos alvos relacionados a nocicepgao. Essa caracteristica de inibidor dual/multi-isoforma
¢ particularmente relevante, pois pode explicar a eficicia ampla observada em diferentes

modelos de dor (Bello-Vargas ef al., 2023).

Além dos efeitos antinociceptivos, a taxifolina reduziu significativamente o edema
abdominal induzido por carragenina, com eficacia semelhante ao diclofenaco de sodio. Esse
resultado confirma sua atividade anti-inflamatoria, ja descrita em modelos murinos e celulares,
e sugere que o composto pode atuar como modulador da via da ciclooxigenase (COX),
conforme evidenciado pelas andlises de docking que mostraram afinidade de ligacao

comparavel a de AINEs cléssicos (Ju et al., 2022; Bello-Vargas et al., 2023).

Do ponto de vista farmacocinético e toxicoldgico, as andlises in silico reforcam a
seguranga da taxifolina, com boa absor¢do oral prevista, auséncia de hepatotoxicidade e perfil
favoravel segundo a regra de Lipinski. Esses parametros sdo fundamentais para a translagdo
dos achados experimentais, uma vez que indicam viabilidade para desenvolvimento como
candidato a farmaco. Em contraste, compostos como capsaicina ¢ mentol, embora eficazes,

apresentam maior risco de irritacdo ou toxicidade em doses elevadas (Castro et al., 2024).



93

Em sintese, os resultados demonstram que a taxifolina atua de forma integrada sobre
multiplos alvos nociceptivos e inflamatérios, incluindo canais TRPV1, TRPA1, TRPMS,
receptores NMDA e vias da COX. Essa multimodalidade de acao ¢ um diferencial importante,
pois pode reduzir a necessidade de combinagdes farmacoldgicas e minimizar efeitos adversos
associados a inibidores seletivos. A literatura recente reforca que compostos naturais com perfil
multitarget representam uma estratégia promissora para o desenvolvimento de analgésicos e

anti-inflamatdrios mais seguros e eficazes (Maciel ef al., 2023; Castro et al., 2024).

7.0. Conclusao

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a taxifolina possui um perfil
antinociceptivo e anti-inflamatdrio consistente em zebrafish adulto, atuando de forma integrada
sobre multiplos alvos moleculares relevantes para a fisiopatologia da dor e da inflamacdo. A
auséncia de toxicidade aguda até 1,0 mg/mL e a ndo interferéncia na atividade locomotora
reforcam sua seguranga inicial, enquanto os efeitos observados em diferentes modelos de
nocicepcao formalina, salina hipertonica, glutamato, mentol e LPS evidenciam uma acdo
multimodal comparavel a de farmacos classicos como morfina e diclofenaco. A reversao dos
efeitos pela administragdo de antagonistas seletivos de TRPV1, TRPA1, TRPMS ¢ NMDA
confirma o envolvimento direto desses canais e receptores na atividade da taxifolina, sugerindo
que o composto pode modular vias centrais e periféricas da nocicep¢do. Além disso, os
resultados de docking e andlises in silico corroboram sua afinidade com sitios ativos de
receptores 10nicos e da ciclooxigenase, indicando potencial de interagdo estrutural relevante

para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

O perfil farmacocinético previsto, associado a auséncia de hepatotoxicidade e
conformidade com a regra de Lipinski, reforca sua viabilidade como candidato a
farmacoEstudos futuros, incluindo ensaios clinicos e analises translacionais, serao
fundamentais para validar esses resultados e consolidar a taxifolina como uma estratégia

inovadora no campo da farmacologia de produtos naturais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio da taxifolina
em modelo alternativo (zebrafish adulto), integrando predic¢des in silico e evidéncias in vivo.
No conjunto, os resultados indicam um perfil farmacoldgico consistente, com a¢ao multimodal
sobre alvos associados a nocicepgao e a inflamagao incluindo canais TRPV1, TRPA1, TRPMS,
receptores ASIC, NMDA e vias relacionadas a ciclooxigenase, o que reforca a plausibilidade

de um efeito integrado em diferentes etapas da sinalizagdo dolorosa e do processo inflamatorio.

No componente in vivo, a taxifolina ndo apresentou toxicidade aguda nas condigdes testadas, e
ndo interferiu na atividade locomotora, o que sugere seguranca inicial e reduz a possibilidade

de que os efeitos comportamentais observados sejam explicados por sedagao.

As andlises in silico corroboram esse panorama ao indicarem afinidade de ligagcdo favoravel
com TRPV1, TRPA1, TRPMS, ASIC, NMDA ¢ interacdo com residuos criticos do sitio
catalitico da COX-1 e COX-2, além de um perfil ADMET compativel com absor¢do oral

satisfatoria e baixa toxicidade predita.

A convergéncia entre predigdes computacionais e achados experimentais reforga a robustez do
desenho integrado adotado e sustenta a taxifolina como candidata promissora no contexto da
farmacologia de produtos naturais voltada ao manejo da dor e da inflamagao. considerando o
carater translacional da tematica e a necessidade de escalonamento de evidéncias, o estudo
destaca a importancia de estudos futuros, incluindo ensaios clinicos e analises translacionais,

como etapa necessaria para validar e consolidar o potencial terapéutico observado.
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