65

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).

José Calado Quilenda®, Sanseray da Cruz Machado'®, Paulo Adenes Teixeira Coelho?, Jodo Gabriel Leite da
Silva?, Jonas Aratjo de Sousa?, Gabriela Alves do Nascimento?, Francisco Bastos Cavalcante Sobrinho?, Sacha
Aubrey Alves Rodrigues Santos®, Luzia Débora Saldanha Marques?, Daniela Braga de Souza®*, Maria Rayane
Correia de Oliveira?, Adriana Rolim Campos®, Antonio Eufrésio Vieira-Neto®’, Luiz F. Wemmerson G. Moura*,

Francisco Ernani Alves Magalhdes®*, *Wagner Rodrigues de Assis Soares'

Affiliation
! Graduate Program Nurse and Health. Department of Health I1. State University of Southwest Bahia. Jequié-BA,
Brazil. Zip code: 45.200-000.

Graduate Program in Nutrition and Health (PPGNS), NutriFisher Study Group (GENFISH), State University of
Ceara (UECE), UNIFOR, Fortaleza, Ceara, Brazil, Zip code: 60714-903
SExperimental Biology Center (NUBEX), Universidade de Fortaleza, UNIFOR, Fortaleza, CE, CEP 60811-905

* Laboratory for Bioprospecting of Natural Products and Biotechnology (LBPNB), Universidade Estadual do
Ceara, Taua, Ceara, Brasil, Zip code 63660-000

SLaboratory for Bioprospecting of Natural Products and Biotechnology (NUBEX), Northeast Biotechnology
Network (RENORBIO), University of Fortaleza, Fortaleza, Ceara, Zip code 60.811-650, Brazil

SLaboratory of Innovation and Biomedical Sciences. Department of Health II. State University of Southwest Bahia.

Jequié — BA — Brazil. Zip code 45.200-000

* Corresponding Author:
Wagner Rodrigues de Assis Soares: Graduate Program in Nursing and Health (PPGES). Department of Health II.
State University of Southwest Bahia. Jequié, Bahia, Brazil, Zip code45.200-000. E-mail: wrasaores@uesb.edu.br



66

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 inflamacao, como TRPV1, TRPA1, TRPMS, ASIC, NMDA e
COX-2. Foram utilizadas ferramentas de predicdio 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 penetracdo 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 depressao 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 Danio rerio (Zebrafish) 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 andlises 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 validagao funcional (Mir; Khan; Khan, 2024).

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

nocicep¢ao e inflamagao (TRPV1, TRPA1, TRPMS8, NMDA, ASIC e COX-2).
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 uma 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 e da enzima COX-2.

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 e acoplamento molecular.
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3.2. 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: 8JQR), 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 remogdo 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 sodio 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 intera¢dao 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 toxicologicas (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 absorg¢ao,

distribuicao, metabolismo, excrecao e toxicidade dos compostos selecionados.
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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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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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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).
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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)



79

200+ #it##
(72]
(= dedkkedk
£ *dkk
@ 150 Jekeded .
(] .
5 . 58 :
@R ot : [
£ g, 100 T Y 2 .
‘s
=
2
E 50
=
=
. 0
0 '—ﬁ T T T T
Control Keta Taxi Keta + Taxi Naive

Glutamate (12,5 uM; 5 pL; i.m. into the tail)

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.

Figura 18. Complexo formado entre o receptor de inflamagdo (PDB ID: 6COX) ¢ os ligantes taxifolina

(Vermelho) e diclofenaco de sodio (Amarelo) no sitio ativo do receptor.

Tabela 7. Interagdes e afinidade de ligagdo (AG) ligantes Taxifolina e diclofenaco de sédio com o

receptor de inflamacao (PDB ID: 6COX).

Compostos AG Arg Tyr Tyr Val Gly Ala Ser
(kcal/mol) 120 355 385 523 526 527 530

Taxifolina -7.5 Pi-ca Vw Vw Pi. Alk  Pipi Pi. Alk Co.h.B
Diclofenaco de sddio -8.3 Vw Vw Vw Ch.B Vw Pi.Alk Vw

Interacdes: Vw: Forcas de Van der Waals, C.h.B: Ligacdo de hidrogénio-carbono, Co.h.B: Ligacao de
hidrogénio convencional, Pi-ca: Interagdo pi-cation, Pi-Alk: Interacdo pi-alquila, Pi-Pi: Empilhamento pi-
pi (paralelo).
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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 andlise 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 e 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 e PSA =182,3 A2, sugerindo maior hidrofobicidade combinada

a elevada area polar.

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

quimicas/ADMET em fase inicial tende a reduzir incertezas na selecao de candidatos.

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 305418 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  355.398 159.25 1
Mentol 1 1 2439  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
ketamina 2 1 2.897 237.73 100.99
Diclofenaco de sddio 3 1 0.033 318.13  148.74 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.
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5.8. Avaliacio dos Parametros farmacocinéticos

No conjunto avaliado, a taxifolina apresentou absor¢do prevista intermedidria
(69,34%), inferior a observada para ligantes com alta absorcao estimada (por exemplo, mentol
96,54%, cinamaldeido 95,01%, cetamina 93,12% e capsaicina 90,07%), porém superior a
compostos com baixa absorg¢do prevista, como glutamato (25,42%) e amiloride (51,34%). Em
distribuicdo, a taxifolina exibiu VDss =-0,992 e fragdo 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/toxicolégico 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 intermediaria e Fu intermediaria) com
sinalizacdes de menor alerta no painel CYP/HEPT em comparagdo 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

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 Néo 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 Nao 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
Diclofenaco de 77.73 -1.41 0.10 Nao Nao -0.83

sodio
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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, Tec:
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 irritacdo, associando-se a LD50
(oral, rato) = 2,007, LOAEL = 2,074 e MRTD = 0,886. Em comparag¢ao, cinamaldeido exibiu
marcacoes High em multiplos desfechos (Mut/Tum/Rep/Irrit) e mentol apresentou classificagao
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 predigdo 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.

Tabela 10: Predi¢des 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

Diclofenaco de sodio -0.714  0.266 None none High None 2.162 1.602 0.681
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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
alteracdes locomotoras sugere que o composto nao exerce efeitos sedativos ou deletérios sobre
o sistema nervoso central, reforcando sua seguranca inicial para uso experimental. Esses
achados sdo consistentes com estudos prévios que apontam a baixa toxicidade da taxifolina e
sua capacidade de modular vias inflamatdrias sem comprometer fungdes fisioldgicas 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 modulacao 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).

A analise dos modelos de nocicep¢ao 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 hipdtese de que a
taxifolina interage diretamente com canais sensiveis a estimulos quimicos e térmicos,
modulando a transmissao nociceptiva. Estudos recentes confirmam que a ativacao 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 nocicep¢ao 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 ef al., 2022).
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Nos modelos induzidos por mentol e 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 eficacia ampla observada em diferentes

modelos de dor (Bello-Vargas et 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-inflamatdria, 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 ligacdo

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

Do ponto de vista farmacocinético e toxicoldgico, as analises in silico reforgam 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 translagao
dos achados experimentais, uma vez que indicam viabilidade para desenvolvimento como
candidato a fairmaco. Em contraste, compostos como capsaicina € mentol, embora eficazes,

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

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 acdo ¢ um diferencial importante,
pois pode reduzir a necessidade de combinagdes farmacologicas e minimizar efeitos adversos
associados a inibidores seletivos. A literatura recente reforga que compostos naturais com perfil
multitarget representam uma estratégia promissora para o desenvolvimento de analgésicos e

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



93

7.0. Conclusao

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a taxifolina possui um perfil
antinociceptivo e anti-inflamatorio consistente em zebrafish adulto, atuando de forma integrada
sobre multiplos alvos moleculares relevantes para a fisiopatologia da dor e da inflamagdo. A
auséncia de toxicidade aguda até 1,0 mg/mL e a ndo interferéncia na atividade locomotora
refor¢am sua seguranga inicial, enquanto os efeitos observados em diferentes modelos de
nocicep¢ao formalina, salina hipertonica, glutamato, mentol e LPS evidenciam uma agao
multimodal comparavel a de farmacos classicos como morfina e diclofenaco. A reversdo 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¢ao. Além disso, os
resultados de docking e andlises in silico corroboram sua afinidade com sitios ativos de
receptores i0nicos 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 firmaco. Em
conjunto, esses achados posicionam a taxifolina como um fitofArmaco promissor, capaz de
oferecer alternativas seguras e eficazes para o manejo da dor e da inflamacao, especialmente
em cenarios onde os efeitos adversos de opioides € AINEs limitam seu uso. Estudos futuros,
incluindo ensaios clinicos e analises translacionais, serdo 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 predi¢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,
com estimativa de CL50 superior a 1,0 mg/mL, e ndo interferiu na atividade locomotora, o que
sugere seguranca inicial e reduz a possibilidade de que os efeitos comportamentais observados

sejam explicados por sedacgdo.

As analises in silico corroboram esse panorama ao indicarem afinidade de ligagdo 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 refor¢a 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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