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RESUMO

ROCHA, Marcia Juciele da. Efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio de 4-
fenilselenil-7-cloroquinolina em camundongos. 2016. 73 f. Dissertacao (Mestrado
em Bioquimica e Bioprospeccao) - Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de condi¢des clinicas
dolorosas e inflamatdrias continua a ser de grande interesse, visto que, a dor € uma
das condigcdes mais prevalentes, dispendiosas e incapacitantes na atualidade.
Diversos estudos tém demonstrado que compostos quinolinicos e compostos
organicos de selénio apresentam agbes antinociceptivas e anti-inflamatorias em
modelos animais. Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a acao
antinociceptiva e anti-inflamatoria do composto 4-fenilselenil-7-cloroquinolina (4-
PSQ), uma quinolina contendo selénio, em camundongos Swiss machos adultos. O
potencial antinociceptivo do composto foi avaliado nos testes de contorgoes
abdominais induzidas por acido acético, placa quente e formalina. A curva de tempo-
resposta do 4-PSQ foi avaliada no teste de contor¢bes abdominais induzidas por
acido acético. A atividade anti-endematogénica foi avaliada no edema de pata
induzido por formalina, bem como, no edema de orelha induzido por 6leo de croton.
Paralelamente, determinou-se a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e
parametros de estresse oxidativo na orelha de camundongos expostos ao oleo de
croton. Avaliou-se a toxicidade aguda e as atividades exploratorias e locomotoras
dos animais expostos ao 4-PSQ. O 4-PSQ (0,1 - 25 mg/kg), o meloxicam (25
mg/kg, droga de referéncia) ou o veiculo foram administrados por via oral (p.o.) 30
minutos antes da realizacao dos testes de acido acético, formalina, chapa quente e
campo aberto. O 4-PSQ reduziu o numero de contor¢bes abominais induzidas por
acido acético, bem como causou um aumento do tempo de laténcia no teste da
chapa quente. Além disso, a administracdo do 4-PSQ inibiu ambas as fases
neurogénica e inflamatodria, e reduziu o edema de pata induzido pela formalina. As
atividades locomotoras e exploratérias nao foram alteradas no teste do campo
aberto pelo tratamento. Na curva tempo-resposta, o 4-PSQ (25 m/kg; p.o) inibiu as
contor¢des abdominais induzidas por acido acético a partir de 30 minutos apos sua
administracdo perdurando seu efeito em até 4 horas. Uma vez que 0s processos
nociceptivos e inflamatoérios estdo correlacionados, e a inflamagdo desencadeia a
producao de espécies reativas, as propriedades anti-inflamatoéria e antioxidante do 4-
PSQ foram investigadas. Assim, foi observado que o 4-PSQ reduziu a formacgéao de
edema, diminuiu a atividade da MPO e atenuou os niveis de espécies reativas
induzidas pelo 6leo de croton na orelha dos camundongos. O composto também
protegeu parcialmente contra a reducdo dos niveis de 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina 6-sulfénico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) induzidos
pelo oleo de créton. O 4-PSQ apresentou efeitos semelhantes ao meloxicam nos
testes avaliados. Além disso, a administracdo do composto nos camundongos nao
causou toxicidade aguda hepatica e renal. A partir dos resultados obtidos, pode-se
sugerir que o 4-PSQ exerce acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria aguda em
camundongos. Dessa forma, o 4-PSQ pode representar uma alternativa promissora
no desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas para a dor e a inflamacao.

Palavras-chave: dor; nocicepcdo; inflamacdo; quinolina; selénio; modelos
experimentais.



ABSTRACT

ROCHA, Marcia Juciele da. Antinociceptive and anti-inflammatory effects of 4-
phenylselenyl-7-chloroquinoline in mice. 2016. 73 p. Dissertation (master's
degree in biochemistry and bioprospecting) - Programa de Pés-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospeccéao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

The development of new drugs for the treatment of painful and inflammatory clinical
conditions remains of great interest, since pain is one of the most prevalent
conditions, costly and disabling. Studies in the literature have shown that quinoline
and organoselenium compounds have pharmacological properties against
nociception and inflammation in animal models. Thus, the objective of this study was
to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory actions of the 4-phenylselenyl-
7-chloroquinoline (4-PSQ), a quinoline containing selenium, in male adult Swiss
mice. The antinociceptive potential of the compound was evaluated in writhing
induced by acetic acid, hot plate and formalin tests. The time-response curve of the 4-
PSQ was evaluated in writhing induced by acetic acid test. The antiedematogenic
activity was evaluated in formalin-induced paw edema as well as in ear edema
induced by croton oil. In parallel, it was determined the activity of the enzyme
myeloperoxidase (MPO) and oxidative stress parameters in the ear of mice exposed
to croton oil. It was evaluated the acute toxicity and the exploratory and locomotor
activities of animals exposed to 4-PSQ. 4-PSQ (0.1 - 25 mg/kg), meloxicam (25
mg/kg, a reference drug) or vehicle were administered orally (p.o.) 30 minutes before
acetic acid, formalin, hot-plate and open-field tests. 4-PSQ reduced the number of
writhes induced by acetic acid, and caused an increase in latency time on the hot
plate test. Furthermore, the administration of 4-PSQ inhibited both neurogenic and
inflammatory phases and reduced the paw edema induced by formalin. Locomotor
and exploratory activities in the open field test were not altered by treatments. The
antinociceptive effect in inhibiting acetic acid-induced abdominal writhing of 4-PSQ
started at 0.5 h and remained significant up to 4 h after administration. Since,
nociceptive and inflammatory processes are interrelated and inflammation triggers
the production of reactive species, anti-inflammatory and antioxidant properties of
compound were investigated. Thus, 4-PSQ reduced edema formation, decreased the
MPO activity and attenuated the reactive species leves induced by croton oil in the
mice ear. The compound also partially protect against reduction of 2,2'-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) levels induced by croton oil. 4-PSQ presented similar results for meloxicam
in evaluated tests. Moreover, administration of the compound in mice did not cause
acute hepatic and renal toxicities. From this result, it could be suggested that 4-PSQ
exerts antinociceptive and anti-inflammatory acute actions in mice. Thus, 4-PSQ may
represent a promising alternative for the development of future therapeutic strategies
for pain and inflammation.

Keywords: pain; nociception; inflammation; quinoline; selenium; experimental
models.
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1 INTRODUCAO

A dor é a sensacgdo corporal que alerta o organismo sobre uma ameaca
iminente de dano tecidual, sendo essencial para a sobrevivéncia e o0 bem-estar. A
dor é considerada um fenbmeno multifatorial e complexo envolvendo diferentes
componentes, como o sensorial, capaz de distinguir a intensidade, localizacao e a
duracdo da dor; o cognitivo, denotando atencdo a dor e o afetivo-emocional
provocando reacdo emocional a dor (BILEVICIUS; KOLESAR; KORNELSEN, 2016).
Além disso, a dor pode se apresentar em diferentes intensidades (leve, moderada ou
grave), formas (pontadas, ardente ou massante) e duragdes (transitéria, aguda ou
cronica), também pode ser superficial ou profunda, localizada ou difusa (VASILEIOU
et al., 2009).

O componente sensorial da dor € denominado de nocicepcdo e inclui a
deteccdo e localizacdo de um estimulo potencialmente danoso. Dessa forma, a
nocicepcao é o processo pelo qual os estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos
sdo detectados por uma subpopulacdo de fibras nervosas periféricas, chamados
nociceptores (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010). O corpo humano tem inumeros
nociceptores dispostos sobre a superficie (pele), em tecidos mais profundos
(musculos, ossos, tendbes) e em 6rgaos internos responsaveis pelo envio de
qualquer sinal nocivo para o sistema nervoso central (SNC) (FABBRO e
CRESCENTINI, 2014).

A nocicepgao é mediada pela fungdo de numerosos mensageiros moleculares
intracelulares e extracelulares envolvidos na transducdo do sinal nociceptivo do
sistema nervoso periférico (SNP) para o SNC. Quando os nociceptores sao ativados
por estimulos nocivos, varios mediadores (como aminoacidos excitatorios, protons
ou citocinas) atuam sobre receptores especificos ativando cascatas de transducao
do sinal. Ap6s a transducao, esse sinal € enviado a medula espinhal para ser
codificado e transmitido ao SNC para que ocorra a percepgao e a modulacao da dor
(BRIDGESTOCK e RAE, 2013; GARLAND, 2012).

Embora a dor seja processada no sistema nervoso, o sistema imunologico
também contribui para a transducao do estimulo nociceptivo através da liberacao de

mediadores inflamatérios que interagem com os nociceptores. Assim, a inflamacao é
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uma resposta imune complexa que ocorre em reagao a qualquer tipo de lesao

corporal, como por exemplo, ferida, infeccdo e queimadura visando suprimir o
estimulo nocivo e promover a regeneragao tecidual. Em resposta ao dano tecidual,
as células residentes no tecido sao ativadas, ocorre a quimiotaxia de leucocitos e a
liberacdo de uma diversidade de mediadores inflamatérios no espaco extracelular
desencadeando o processo inflamatério (LINLEY et al., 2010; REN e DUBER, 2010).

Quando os leucécitos sdo recrutados para o local da inflamagao liberam
diversas enzimas, espécies reativas (ERs) e mediadores quimicos no intuito de
eliminar o agente agressor. Porém, as ERs liberadas pelos fagoécitos, como por
exemplo, o perdxido de hidrogénio (H202), podem induzir a inflamag&o através da
ativacao do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) ativando diversas citocinas
pré-inflamatérias. Isso demonstra que o estresse oxidativo desempenha um papel
importante no processo inflamatorio (BISWAS, 2016; VERRI et al., 2012).

Dessa forma, € plausivel afirmar que a dor é sujeita a varios niveis de
controles bioquimicos que envolvem uma variedade de células e mediadores
soluveis (REICHLING; GREEN, LEVINE, 2013). Devido a essa diversidade de
fatores que contribuem para o processo doloroso, varios farmacos podem ser
utilizados para o tratamento da dor, sendo os mais utilizados os anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES) e os opidides. Esses farmacos apresentam diferentes graus
de eficacia para os diferentes estados da dor, porém ao mesmo tempo apresentam
efeitos adversos que limitam a sua utilizacdo (ATKINSON et al., 2013; YAKSH e
WALLACE, 2011). Por isso, o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento
da dor tem sido o foco de muitos esforgos e significativos investimentos (YAKSH et
al., 2015).

Na procura de compostos eficazes no tratamento da dor com baixos efeitos
colaterais, os compostos quinolinicos tém chamado a atencao, uma vez que estudos
revelaram propriedades farmacolégicas relevantes para o tratamento da inflamacgéao
e da nocicepgao em diferentes modelos animais (EL-FEKI; THABET; UBEID, 2014;
MARELLA et al., 2013; WILHELM et al., 2014). Paralelamente as quinolinas, os
compostos organicos de selénio (Se) também se destacam por suas propriedades
antinociceptivas e anti-inflamatorias, sendo o foco de muitas pesquisas ao longo dos
anos (JESSE et al., 2009; LUCHESE et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2003; SARI et
al., 2016; SAVEGNAGO et al., 2006).
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Entretanto, poucos estudos relatam a atividade farmacologica de compostos
quinolinicos contendo Se em suas estruturas. Recentemente, um estudo
demonstrou que derivados quinolinicos contendo Se apresentaram atividade
inibitéria da monoamina oxidase B (MAO-B) cerebral em testes in vitro (SAMPAIO et
al., 2016). Outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que 4-

fenilselenil-7-cloroquinolina (4-PSQ) apresenta atividade antioxidante em baixas

concentragcdes nos testes de reducao de ferro, oxidagdo do acido linoleico e
peroxidacao lipidica induzida por nitroprussiato de sédio (SAVEGNAGO et al., 2013).

Considerando que: (i) a acdo antioxidante € um fator contribuinte para as
atividades anti-inflamatorias e antinociceptivas (SARI et al., 2016), (ii)) que nenhum
trabalho estudou essas trés propriedades relacionadas a derivados quinolinicos
contendo Se, e (iii) que a toxicidade é um fator limitante dos farmacos
convencionais, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo antinociceptiva e
anti-inflamatéria do 4-PSQ em diferentes modelos nociceptivos quimicos e térmicos
e investigar a contribuicdo da atividade antioxidante nestas acbdes e além disso,
descartar qualquer toxicidade aguda hepatica e renal do composto em

camundongos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a acao antinociceptiva e anti-inflamatoéria do 4-PSQ em camundongos,

bem como sua possivel toxicidade aguda.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a curva dose-resposta e a curva tempo-resposta da acao
antinociceptiva do 4-PSQ em camundongos;

e Avaliar a contribuicdo de mecanismos centrais nos efeitos antinociceptivo e
anti-inflamatoério do 4-PSQ em camundongos;

e Investigar o efeito anti-edematogénico do 4-PSQ em modelos de inflamacao
em camundongos;

e Analisar o efeito do 4-PSQ na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO);

e Estudar o possivel envolvimento da agédo antioxidante do composto no efeito
anti-inflamatoério;

Analisar o efeito do 4-PSQ sobre as atividades locomotora e exploratoria;

Verificar se 0 4-PSQ causa sinais de toxicidade aguda renal e hepética;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOR E NOCICEPGAO

A dor é um fendmeno complexo, biopsicossocial que surge a partir da
influéncia mutua de diversos sistemas neuroanatomicos € nheuroquimicos,
envolvendo varios processos cognitivos e afetivos. Assim, a dor foi postulada pela
Associacao Internacional para o Estudo da Dor como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou potencial’
(GARLAND, 2012). Porém, a dor é um dos sistemas responsaveis pela manutencao
da homeostasia corporal, pois ela € um dos principais sintomas clinicos de alerta
para a deteccdo de algo que esta ameacando o bem-estar e a integridade fisica do
organismo (JULIUS e BASBAUM, 2001).

A dor forma um sistema complexo, dindmico, sensorial, cognitivo e
comportamental que evoluiu para detectar, integrar e ordenar uma resposta
protetora a entrada de estimulos nocivos (BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014).
Por essa razdo, a dor abrange pelo menos trés componentes principais: (i) o
componente sensorial, caracterizado pela intensidade, localizacao e duragao da dor;
(ii) o componente cognitivo, que denota atencao e avaliacdo ao processo doloroso; e
(i) o componente afetivo-emocional, que codifica o carater perturbador de dor
relacionando-o com emocgao, excitacdo e comportamento de defesa (BILEVICIUS;
KOLESAR; KORNELSEN, 2016; SENKOWSKI; HOFLE; ENGEL, 2014).

O componente sensorial da dor € denominado de nocicepgdo e envolve o
SNP e diversas estruturas cerebrais. Essas estruturas cerebrais transmitem e
codificam informag¢des nociceptivas, geram, ampliam ou reduzem a sensacao
dolorosa influenciando na resposta nociceptiva (VEINANTE; YALCIN; BARROT,
2013). Assim, quando estimulos nocivos afetam o corpo a partir de fontes externas
ou internas, sao transduzidos e transmitidos pelas vias neurais através do SNP para
0 SNC (GARLAND, 2012).

Normalmente, a nocicepgao e a percepgao da dor ocorrem com pressOes e

temperaturas extremas suficientes para lesionar o tecido ou também podem ser
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desencadeadas por moléculas toxicas e mediadores inflamatorios. Estes estimulos
de alto limiar sdo detectados por neurdnios sensoriais periféricos especializados,
conhecidos como nociceptores. Dessa forma, eles sdao capazes de codificar
estimulos térmicos, quimicos e mecanicos em diferentes intensidades (DUBIN e
PATAPOUTIAN, 2010). Porém, essas terminacdes nervosas sao heterogéneas
pondendo serem classificadas de acordo com a capacidade de transduzir os
estimulos nocivos. Dessa forma, os nociceptores polimodais (fbras C) respondem
aos estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos e 0s nociceptores
mecanosensitivos (fibras Ad) sdo capazes de responder somente a estimulos
mecanicos e térmicos (BRIDGESTOCK e RAE, 2013).

Véarios mecanismos podem desencadear a dor, incluindo a nocicepcgao,
inflamacédo, danos nos nervos, sensibilizagao periférica, interrupgdes fenotipicas,
sensibilizacdo central, excitabilidade ectopica e reorganizacao estrutural. Dessa
forma, por envolver os mais diferentes mecanismos neurolégicos, a dor pode ser
distinguida em diferentes tipos, tais como, (i) dor nociceptiva, (ii) dor inflamatéria, (iii)
dor neuropatica e (iv) dor funcional (VASILEIOU et al., 2009).

A dor nociceptiva surge como consequéncia de uma lesdao que ativa os
nociceptores nos tecidos periféricos podendo ser gerada pelo frio, calor, estimulo
mecanico intenso ou quimicos irritantes. A dor inflamatéria esta associada com um
quadro inflamatorio, podendo ocorrer apds cirurgia ou traumas, bem como em
pacientes com doencgas inflamatorias, como por exemplo, artrite reumatdide. Esse
tipo de dor também pode ser incluido na categoria de dor nociceptiva, apesar do
sistema nociceptivo ser alterado pela inflamacdo crénica (MILLAN, 1999;
VASILEIOU et al., 2009).

A dor neuropatica implica na patologia do sistema somatossensorial,
ocasionada devido a uma disfungdo ou dano a um nervo ou grupo de nervos. Pode
resultar tanto de lesdes no SNP (dor neuropatica periférica, tal como em pacientes
com diabetes, neuralgia pos-herpética, etc) ou a partir de lesdes no SNC (como em
pacientes com lesées na medula espinhal em decorréncia de diversas doencas, tais
como esclerose multipla ou acidente vascular cerebral) (BOUHASSIRA e ATTAL,
2016). Por ultimo, a dor funcional caracterizada por processos de hipersensibilidade
a um estimulo doloroso ocasionado pela resposta ou fungdo anormal do sistema

nervoso, aumentando assim, a sensibilidade do sistema sensorial. Esta categoria
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inclui condigbes tais como a fibromialgia e sindrome do intestino irritavel
(VASILEIOU et al., 2009).

Além disso, a dor pode ser classificada do ponto de vista temporal, sendo
dividida em dor transitoria, aguda ou crénica. A dor transitéria € a dor transmitida
pelos nociceptores periféricos e ndo esta relacionada a um estimulo nocivo ou leséao
significativa e, neste caso, desempenha fungdo protetora contra possiveis danos
teciduais ao organismo. Em contrapartida, a dor aguda é uma resposta fisioldgica
normal a um estimulo nocivo, é de curta duragdo, geralmente persiste apenas no
periodo de duracdo do dano tecidual. A dor cronica, por sua vez, permanece mesmo
apos o processo de recuperacao da lesao tecidual ou doenca ter desaparecido e
caracteriza-se também pela incapacidade do organismo em restabelecer suas
funcgdes fisioldgicas (LOTSCH e GEISSLINGER, 2001; MILLAN, 1999).

3.2 VIAS DA NOCICEPCAO

A dor € iniciada através de informac¢des sensoriais transmitidas a partir de um
estimulo nocivo, porém essa transmissdao pode ser ampliada ou reduzida por
perspectivas afetivas, culturais e cognitivas (BRIDGESTOCK e RAE, 2013). Em
condi¢cbes saudaveis, esse processo € adaptavel, transitério e tem um papel
protetor. A dor € iniciada por eventos que ocorrem na pele, ou em tecidos profundos,
tais como os musculos, 0s 0ss0s, ou visceras estimulando as terminacdes nervosas
dos neurdnios periféricos, através da ativacdo de receptores especificos ou canais
ibnicos (BRADESI, 2010).

Portanto, a nocicepgao consiste nos processos de transdugao, transmissao,
percepcdo e modulagdo de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo
nocivo. A transducao € o processo de conversao de estimulos nocivos em potenciais
de acao pelos nociceptores. O processo de transmissao refere-se a transferéncia da
informacao nociceptiva através da medula espinhal ao tronco cerebral e ao talamo.
A percepcao da dor ocorre ao mesmo tempo em que ocorre a integragao do sinal ao
nivel do cortex cerebral. Este processo envolve, em seguida, varias regides corticais,
denominadas matriz da dor, que influenciam todos os componentes da sensacao de
dor. Por fim, a modulacado que € o mecanismo pelo qual a transmissao sinaptica dos
sinais dolorosos € reduzida ou amplificada. Todos os processos da nocicepgao
estdo ilustrados na Figura 1 (BRIDGESTOCK e RAE, 2013; MERTENS et al., 2015).
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Figura 1: Nocicepc¢ao. Transdugao: conversao dos estimulos nocivos térmicos, mecanicos, quimicos
ou inflamatodrios pelas fibras Ad e/ou fibras C. Transmissdo: envio da informagéo nociceptiva do SNP
para o SNC. Percepcao: ativagdo dos centros corticais permitindo a percep¢do da dor. Modulagéo:
mecanismo pelo qual o estimulo nociceptivo pode ser aumentado ou diminuido (Adaptado de
AZEVEDO, 2012, p. 36; BALBINOT, 2010, p.17).

Além disso, para que ocorra o processo de percepcao da dor, trés
componentes do sistema nervoso precisam estar envolvidos: (i) as vias aferentes,
qgue comecam no SNP, passam pela coluna vertebral no corno dorsal e, em seguida,
seguem para os centros mais elevados do SNC; (ii) os centros localizados no tronco
cerebral, mesencéfalo, diencéfalo e cortex cerebral; e (iii) as vias eferentes que

descem dos centros superiores a medula espinhal (MERTENS et al., 2015).

3.2.1 TRANSDUCAO

A nocicepcao é mediada por receptores especializados, denominados de
nociceptores, também conhecidos como fibras aferentes primarias, capazes de
detectar qualquer sinal de alarme e responder rapidamente a estimulos mecanicos,
térmicos ou quimicos suficientes para causar danos nos tecidos, ou responder a
estimulos ndao nocivos, como tato e vibracbes leves (STEEDS, 2013). Esses
nociceptores tém uma morfologia unica, chamada pseudo-unipolar, em que ambos

os terminais centrais e periféricos provém de uma haste axonal comum, reduzindo
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assim o risco de fracasso na conducado do estimulo nocivo. Ou seja, 0os corpos
celulares desses neurdnios estao presentes no ganglio da raiz dorsal ou no ganglio
trigeminal separando-se em duas partes. Essa separagdo promove o envio de um
axbnio para a periferia inervando a pele e o outro axénio é destinado a realizar
sinapses nos neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal ou
no subnucleo caudal trigeminal. Pelo motivo deles apresentarem terminais centrais e
periféricos, eles podem enviar e receber mensagens de ambas as extremidades
(DJOUHRI, 2016).

As fibras aferentes primarias apresentam peculiaridades podendo variar de
0,5 a 20 um de diametro e conduzir impulsos elétricos com velocidade de 0,5 a 120
m/s. Além disso, as fibras com maior diametro conduzem as informacdes a uma
velocidade mais rapida que as de menor didmetro. Elas podem ser divididas em
duas categorias principais: fibras tipo A (Aa, AB e Ad), de médio a grande diametro e
mielinizadas e as fibras do tipo C, de pequeno didmetro e amielinizadas (BOURNE;
MACHADO; NAGEL, 2014; SMITH e LEWIN, 2009).

Ao constatar que as fibras apresentam caracteristicas distintas, pode-se dizer
gue a transmissao da dor também pode ocorrer de maneiras diferentes, podendo ser
transmitida rapida ou lentamente pelas fibras A e C. As fibras Ad detectam e
transmitem a dor rapidamente numa velocidade de 6 a 30 m/s uma vez que
apresentam diametro médio (2-5 pm) e séo levemente mielinizadas. Essas fibras
estdo envolvidas na dor aguda e podem responder tanto a estimulos térmicos como
mecanicos. As fibras C também conduzem o estimulo nociceptivo, porém mais
lentamente (velocidade de 0,5-2 m/s) por serem amielinizadas e de pequeno
diametro (<2 pm). Além disso, elas respondem a uma grande variedade de
estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos, sdo responsaveis pela sensagao
de prurido e pela dor crbnica. Por outro lado, as fibras Aa e AB respondem a
estimulos ndo dolorosos, como vibragao, pressao e leve toque. Sao as fibras com
maior diametro (Aa: 13-20 um e AB: 6-12 um), mielinizadas e com alta velocidade de
conducdo (30-70 m/s) (Figura 2) (BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014,
BRIDGESTOCK e RAE, 2013; Ll et al., 2011; STEEDS, 2013).

A transducao da dor exige estimulos nociceptivos adequados que promovem
a despolarizacdo de membrana gerando um potencial de agdo com amplitude e
duragdo suficiente para desencadear uma resposta nociceptiva (BOURNE;
MACHADO; NAGEL, 2014). Assim, esses estimulos ativam as fibras Ad resultando
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em uma experiéncia subjetiva de dor forte, como um formigamento. Entretanto, se a
forca do estimulo aumentar, as fibras C sao recrutadas, e o individuo experimenta
uma dor intensa, ardente que continua mesmo apds o término do estimulo. Esse
processo de ativacdo das fibras ocorre em duas fases diferentes: a primeira fase
conhecida como “primeira dor” ou “dor rapida”, inicia-se logo apdés o estimulo
doloroso sendo mediada pelas fibras Ad; e a segunda fase, conhecida como
‘segunda dor” ou “dor lenta”, onde o estimulo doloroso é transmitido mais
lentamente pelas fibras C. Além disso, a “segunda dor” € uma experiéncia dolorosa
mais desagradavel ocorrendo uma sensacao de queimacao que torna mais dificil a
identificagdo exata do local da lesdo (GARLAND, 2012).

Fibras Aa e AR

Diametro Aa: 13-20 pm
Diametro AB: 6-12 pm

Velocidade: 30-70 m/s @D .

- iaaes Fibras C
Mielinizadas - )
Respondem a estimulos ndo Didmetro: <2 pym
dolorosos Velocidade:0.5-2 m/s

Amielinizadas
Respondem a estimulos nocivos
Fibras Ad Responsaveis pela dor cronica
@D Diametro: 2-5 ym
Velocidade: 6-30 m/s
Levemente mielinizadas
Respondem a estimulos nocivos
Responsaveis pela dor aguda

Figura 2: Principais caracteristicas das fibras aferentes primarias do tipo A e C (Adaptado de JULIUS
e BASBAUM, 2001, p. 204).

As fibras Ad podem ser divididas em duas classes principais. As fibras Tipo |
ou nociceptores de alto limiar (HTM) que respondem a todos os tipos de estimulos
mecanicos € quimicos, mas respondem somente a estimulos térmicos > 50 °C. As
fibras Tipo Il ou nociceptores de baixo limiar (LTM) tém um limiar térmico menor em
relacdo aos HTMs (T 43 °C), mas um limiar mais elevado para estimulos mecénicos.
Os LTMs sdo menos comuns e apresentam uma condutancia mais lenta em relagao
aos HTMs (DJOUHRI, 2016). As fibras aferentes C também apresentam populacoes
distintas, as chamadas populacdes peptidérgicas e nao-pepidérgicas. Ambas as
populagcées podem ser diferenciadas de acordo com a expressao diferencial de
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canais ibnicos que conferem sensibilidade diferente ao calor, frio, acido ou a uma
série de irritantes quimicos (BASBAUM et al., 2009).

3.2.1.1  CANAIS QUE CONTROLAM A EXCITABILIDADE DOS NOCICEPTORES

Normalmente, a nocicepgdo é mediada por uma série de substancias que
ativam e sensibilizam os nociceptores envolvidos na transducao de sinais. Nos
ultimos anos, os canais ibnicos, tais como receptores de potencial transitério (TRP,
sigla em inglés - transient receptor potential), canais de adenosina trifosfato (ATP),
canais iGnicos sensiveis ao acido (ASIC, sigla em inglés - acid-sensing ion channel),
0s canais idnicos dependentes de voltagem, canais de nucleotideos ciclicos ativados
por hiperpolarizagdo (HCN, sigla em inglés - hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated channels), proteina transmembranar 16 (TMEM16, sigla em inglés -
Transmembrane protein 16), receptores serotoninérgicos 5-HT3, entre outros foram
identificados como receptores chaves na sinalizagdo da dor (BENARROCH, 2015;
DAI, 2016).

Os TRPs tém recebido bastante atencéao, principalmente os TRPV1-4, TRPA1
e TRPMS8, por atuarem como trandutores para estimulos térmicos, quimicos e
mecanicos. Os TRPV1 também sao conhecidos como receptores polimodais, pois
podem ser ativados, ndo soO pela capsaicina (substancia presente na pimenta), mas
também pelo calor nocivo (= 43 °C), pH baixo e varios outros agentes exogenos
(canfora, toxina de aranha) e enddgenos (metabolitos de &cido araquiddnico,
poliaminas). Os receptores TRPA1 também funcionam como receptores polimodais,
uma vez que podem ser ativados por estimulos quimicos exdégenos (6leo de
mostarda, alho) ou enddgenos (H202, aldeidos p-insaturados), térmicos (sensiveis
ao frio < 18 °C), mecanicos e osmoéticos. Os canais TRPV2, TRPV3 e TRPV4 sao
ativados por estimulos térmicos, porém com sensibilidade térmica diferente, sendo
ativados a temperaturas > 52 °C, 2 34 °C e = 27 °C, respectivamente. Por outro lado,
os receptores TRPM8 sao definidos como sensores de temperatura fria (< 25 °C),
mas podem ser ativados por compostos de arrefecimenteo, como o mentol (DAI,
2016; JULIUS, 2013).

Quando o estimulo nocivo € gerado por uma forca mecanica, quimica ou
térmica, também ocorre a ativacdo dos canais purinérgicos. A sinalizagcao purinérica
mediada por ATP age na transmissao nociceptiva através dos receptores

ionotrépicos P2X e metabotropicos P2Y. Os receptores ionotropicos sao permeaveis
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ao Na*, K* e Ca%* estando envolvidos na transducdo mecanica da dor somatica ou
visceral e podem ser expressos em neurdnios do ganglio dorsal da medula espinhal
e nas fibras C. Em contrapartida, os receptores metabotropicos sao expressos em
todos os nociceptores e podem interagir com os TRPV1, promovendo uma resposta
ao calor e aos prétons (BURNSTOCK, 2013).

Outros receptores presentes ao longo dos nociceptores sdo os canais idnicos
dependentes de voltagem. Esses canais sao proteinas transmembranares que
desempenham papéis importantes na sinalizagao elétrica das células, responsaveis
pela conducdo do impulso elétrico. A atividade desses canais é regulada pelo
potencial de membrana de uma célula e quando esses canais sao abertos permitem
0 movimento de ions ao longo do gradiente eletroquimico da membrana celular.
Dependendo dos ions conduzidos, esses canais podem ser classificados como: (i)
canais de Na* dependentes de voltagem, os principais determinantes da
excitabilidade dos nociceptores; (ii) canais de K* dependentes de voltagem, que
reduzem a excitabilidade dos nociceptores e regulam o potencial de repouso da
membrana celular; e (iii) canais de Ca2* dependentes de voltagem, que exercem
papel na transducdo sensorial através do aumento da concentracdo de Ca?2*
intracelular em resposta a despolarizacdo promovendo a liberacdo de
neurotransmissores € a excitabilidade neuronal (BENARROCH, 2015; JACUS et al.,
2012; RUIZ e KRAUS, 2015).

Por conseguinte, os ASICs sao canais ativados pelo pH acido permitindo o
influxo de Na* que leva a depolarizagdo celular e acimulo de Ca2* secundario
(WEMMIE; TAUGHER; KREPLE, 2013). A familia TMEM16, expressa nos
nociceptores, promove a despolarizacdo da membrana pelo efluxo de CI™ a medida
gue ocorre a entrada de Ca?* para o interior da célula auxiliando dessa maneira, na
excitabilidade das terminagdes nervosas (OH e JUNG, 2016). Além disso, os canais
HCNs o receptor serotoninérgico 5-HT3 estdo envolvidos na excitabilidade dos
nociceptores, auxiliando na condugdo do estimulo nocivo para o corno dorsal da
medula espinhal, onde o estimulo podera ser facilitado ou inibido (CHO et al., 2012;
EMERY et al., 2011; GAO et al., 2012).

3.2.2 TRANSMISSAO

A transmissao refere-se a propagacado do potencial de agdo nociceptivo ao
longo dos neurdnios periféricos para a medula espinhal e, em seguida, para o
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cérebro. Portanto, o corno dorsal da medula espinhal € o primeiro sitio de
transferéncia sinaptica na via nociceptiva e € um local importante para a integracao
e a modulagdo dos sinais aferentes periféricos. O corno dorsal contém quatro
importantes componentes neuronais para a transmissdo da dor: (i) os terminais
centrais dos neurbnios aferentes primarios; (i) os neurbnios de projecdo com
axbnios projetados para o cérebro ou neurbnios especificos; (iii) os interneurénios,
presentes principalmente no corno dorsal e (iv) os neurénios descendentes (CURY
etal., 2011; GUO e HU, 2014; MERTENS et al., 2015).

Os neurdnios aferentes primarios que se projetam no corno dorsal da medula
espinhal realizam sinapses com neurdnios de projecao localizados nas laminas. Por
exemplo, as fibras C e fibras Ad projetam-se nas laminas | (zona marginal) e Il
(substancia gelatinosa), e algumas fibras Aé também terminam na lamina V, nas
quais liberam diferentes neurotransmissores. Por outro lado, as fibras AB, que
respondem a estimulos indcuos, estao localizadas nas laminas Il e IV. Além disso,
os interneurdnios inibitorios e excitatérios responsaveis pela regulacado do fluxo de
informacdo nociceptiva estdo localizados nas laminas V e VI (Figura 3)
(BRIDGESTOCK e RAE, 2013).

NEURONIOS AFERENTES

e MEDULA ESPINHAL
Fibras Ad e N
Laminas |, ll e V /| — - \
/' (A e \ / ‘QJ T —
Fibras C 1 \,//:_,./—x /_\_\_ )’! \ orno dorsa
e W e
Léminas | e |l B e S 3
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INTERNEURONIOS Sl o \\:4;,

Laminas V e VI

Figura 3: Projecoes das fibras aferentes primarias e localizagao dos interneur6nios nas laminas do
dorno dorsal na medula espinhal (Adaptado de CRAIG e DOSTROVSKY, 1999, p. 183).

A comunicagao nociceptiva entre as fibras aferentes primarias e os neurdnios

presentes no corno dorsal da medula espinhal ocorre por meio de
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neurotransmissores excitatérios (glutamato e aspartato) ou inibitérios (acido y-
aminobutirico — GABA e glicina) e neuropeptideos (substancia P, neurotensina, entre
outros). Esses mediadores quimicos sdo armazenados e liberados tanto nas
terminacées nervosas das fibras aferentes primarias como nos neurdnios de
segunda ordem no corno dorsal pemitindo assim a condugdo da informacao
nociceptiva para o SNC (MERTENS et al., 2015).

Surpreendentemente, apesar da importancia na transmissao de informacgdes
para o cérebro, os neurbnios de projecao constituem apenas uma pequena porg¢ao
dos neurdnios espinhais. Uma vez que, somente 5% dos neurbnios presentes na
ldmina | sdo os neurdnios nociceptivos especificos, assim, a grande maioria de
neurdnios que estdo presentes nessa lamina e nas laminas Il e |Ill s&o
interneurdnios, principalmente os inibitérios. Essa abundancia de interneurénios
inibitérios na medula sugere fortemente um papel funcional importante de inibicdo no
processamento de informacao da dor (GUO e HU, 2014).

Cerca de meio século atras, Melzack e Wall (1965) propuseram pela primeira
vez que os interneurdnios inibitorios funcionariam como um “portdo” no corno dorsal
da medula espinhal, promovendo a modulagdo do processo nociceptivo. Portanto, o
equilibrio entre as entradas dos impulsos pelas fibras nociceptivas e nao-
nociceptivas primarias seriam controladas pelos interneurdnios inibitérios espinhais
determinando o status do “portao”. Dessa forma, a resposta do “portdo” pode ocorrer
de duas maneiras, (i) se a informacao nociceptiva atingir um limiar elevado sera
permitido a transmissao dessa informacéo via neurdnios nociceptivos especificos
para o SNC ou (ii) o estimulo nociceptivo podera ser inibido no “portdo” do corno
dorsal da medula espinhal pelos interneurdnios inibitérios (MELZACK e WALL, 1965;
PERL, 2011).

Se o estimulo nocivo for gerado, os neurbénios de projecao localizados no
corno dorsal transmitem essas infomagbes nociceptivas para as regides supra-
espinhais através do trato espinotalamico ou pelo trato espinorreticular. Entdo, por
meio de ambas as vias as informacbes podem ser transportadas para o tronco
cerebral, talamo e cortex cerebral e serem codificadas promovendo assim a
percepcao e a modulagao da dor (BASBAUM et al., 2009).

Por outro lado, os neurbnios sensoriais do ganglio trigeminal localizados na
regiao orofacial, estdo envolvidos na transducéo de estimulos térmicos, mecanicos

e/ou quimicos nocivos e sinais ndo nociceptivos, de forma similar as fibras
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localizadas na periferia. Esses sinais sao transmitidos através do ganglio trigeminal
para o trato espinhal do nervo trigémeo onde, em seguida realiza sinapse com o
subnucleo caudal. O subnucleo caudal, com semenhancgas funcionais e morfolégicas
ao corno dorsal da medula espinhal, retransmite esses sinais gerados na regiao
orofacial para o tdlamo que os conduzem para o0s centros corticais superiores
envolvidos na percepcao da dor (RENTON e EQBUNIWE, 2015).

3.2.3 PERCEPCAO

A percepcao do estimulo nocivo ocorre por meio da integragcdo do sinal
nociceptivo ao nivel do cortex cerebral. Esse processo envolve, em seguida, varias
regides corticais, denominadas como “matriz da dor”, que influenciam em todos os
componentes sensitivos da dor. Além disso, o talamo é a area chave para o
processamento da informacdo somatossensorial, uma vez que, a informacao da
lesdo tecidual transmitida da medula espinhal chega primeiramente ao talamo para
posteriormente, ser encaminhada aos centros corticais (BRIDGESTOCK e RAE,
2013; STEEDS, 2013).

Os estimulos dolorosos transmitidos pelas fibras aferentes Aé e C podem ser
percebidos em regides distintas do cérebro. Quando a estimulagéo esta vinculada as
fiboras C ha o envio de infomagdes através do trato paleoespinotaléamico
desencadeando a ativagao do cortex somatossensorial primario, do cortex cingulado
anterior e do cortex insular. Por outro lado, o estimulo transmitido pelas fibras
aferentes Ad através do trato neoespinotalamico ativa somente o cortex
somatossensorial primario (Figura 4) (BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014;
GARCIA-LARREA, 2012).
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Cortex cingulado anterior ~ Cértex somatossensorial primario

Mesencéfalo

Formacao
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(Dor rapida)
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Figura 4: Percepg¢do da dor pelo cortex cerebral através da transmissdo do estimulo nociceptivo
pelas vias ascendentes. As fibras Ad transmitem as informacgbes nociceptivas através do trato
neoespinotalédmico para o cértex somatossensorial primario. As fibras C transmitem as informacdes
nociceptivas através do trato paleoespinotaldamico para o cortex somatossensorial primario, coértex
cingulado anterior e cortex insular. PAG: substancia cinzenta pareaquedutal (Adaptado de RIOS,
2014, p. 29).

No sistema neoespinotalamico, interconexdes entre o talamo e o cértex
somatossensorial sao necessarias para adicionar precisao, discernimento e
significado a sensacao dolorosa. Por outro lado, as projecoes paleoespinotalamicas
se difundem a partir dos nucleos intralaminares do talamo para as grandes areas do
cortex insular e cortex cingulado anterior. Estas projecoes podem estar relacionadas
com a atencdo a dor, mudanca de humor ou até mesmo com a diminuicdo da dor.
Dessa forma, pode-se observar que a percepcado do estimulo doloroso ocorre em
regides distintas do SNC refletindo em respostas sensitivas e emocionais a dor
(FABBRO e CRESCENTINI, 2014; MERTENS et al., 2015).
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3.2.4 MODULAGCAO

Outro processo importante da dor a ser considerado é a sua modulagcédo a
partir do SNC para o SNP, permitindo que as estruturas cerebrais superiores
sinalizem para o corno dorsal da medula espinhal regular o processo nociceptivo. Os
mecanismos descendentes promovem a modulacdo da resposta nociceptiva por
exercer suas agdes em receptores presentes nas fibras primarias aferentes, bem
como em neurénios do corno dorsal, nos interneurénios excitatorios ou inibitorios e
neurdnios de projecao (BALIKI e APKARIAN, 2015; MILLAN, 1999).

A modulacdo de carater inibitorio ou excitatorio surge a partir de estruturas
cerebrais (cértex cerebral, talamo, hipotalamo) e é retransmitida para o corno dorsal
através da medula rostroventromedial (RVM) no bulbo raquidiano. Existem varios
nucleos supra-espinhais envolvidos na modulacdo descentente sendo que os mais
conhecidos sao a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), o lécus coeruleus (LC) e
o nucleo magno da rafe com a formagao reticular adjacente - RVM (BALIKI e
APKARIAN, 2015).

As vias descendentes envolvidas na modulagdo da dor se originam no tronco
cerebral e projetam-se para as regides do corno dorsal nas laminas |, Il e IV. A
regido PAG recebe entrada de diversas areas do SNC, incluindo o cértex cerebral,
talamo, hipotalamo constituindo o principal local modulatério descendente da dor.
Essa regido contém wuma alta concentracdo de opiodides endogenos e
endocanabindides que induzem a grandes efeitos analgésicos. Por sua vez, o LC e
a RVM também participam da modulagao nociceptiva sendo as principais fontes de
noradrenalina e serotonina, respecitvamente. Essas fibras descendentes projetam-
se para o corno dorsal da medula espinhal e realizam sinapses com 0s neurénios
aferentes primarios, os neurénios de segunda ordem ou ainda os interneurénios.
Assim, a liberagdo desses neurotransmissores pode exercer agdes inibitorias ou
excitatorias conforme o subtipo de receptores em que atuam (Figura 5) (BOURNE;
MACHADO; NAGEL, 2014; GARLAND, 2012; MERTENS et al., 2015; VANDERAH,
2007).

Vale ressaltar, que a excitagdo dos interneurdnios inibitérios resulta na
inibicdo da transmissao nociceptiva. O efeito contrario ocorre por meio da inibigao
descendente dos interneurbnios inibitérios facilitanto assim a transmissao

nociceptiva. Dessa forma, € importante mensionar a complexidade do processo
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modultatério da dor, uma vez que, envolve diferentes vias para que a nocicepgao

possa ser facilitada ou inibida (MILLAN, 2002; WESTLUND, 2006).

Cortex cerebral
Talamo
Hipotalamo
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Figura 5: Representacdo do sistema modulatério descendente da dor. PAG: substancia
pareaquedutal cinzenta; LC: locus coeruleous; RVM: medula rostroventromedial (Adaptado de
WESTLUND, 2006, p.117).

Além do processo modulatério descendente da dor, ha também o
envolvimento de outras vias como, por exemplo, as fibras Aa e AP, sistema
gabaérgico, processo de hiperalgesia e o sistema emocional-afetivo que promovem
a modulagdo tanto excitatoria ou inibitéria da dor. As fibras Aa e A} promovem a
modulacao da dor pela inibicdo da transmissao sinaptica no corno dorsal da medula

espinhal, por outro lado, em condi¢cdes patolégicas podem ocorrer alteracoes
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neuroquimicas e anatdmicas dessas fibras permitindo que elas conduzam estimulos
nociceptivos (BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014; LOPES, 2003).

O sistema gabaérgico, por sua vez, modula a nocicepcao através de dois
mecanismos enlvendo os receptores GABAa. O primeiro mecanismo € conhecido
como inibicao pré-sinaptica, onde o sistema gabaérgico impede a passagem do
impulso elétrico nos terminais das fibras aferentes primarias para os neurbnios de
projecdo. Por outro lado, a inibicado pos-sinaptica (segundo mecanismo) ocorre pela
acao dos receptores gabaérgicos sobre os neurbnios de projecdo, reduzindo sua
excitabilidade, controlando assim a saida do impulso nociceptivo para as areas
supra-espinhais (GUO e HU, 2014).

A modulacdo positiva de um estimulo doloroso pode ocorrer por meio do
processo de hiperalgesia, uma vez que é uma resposta aumentada a um estimulo
que normalmente é doloroso, sendo o resultado da sensibilizagao periférica e central
em resposta a uma lesao tecidual persistente (STEEDS, 2013). A hipersensibilidade
periférica leva a ativacdo de varias vias de sinalizacdo intracelular, aumento da
expressao de canais i6nicos (TRPV1, TRPA1, ASIC) e aumento da concentracao
intracelular de Ca?* nos nociceptores. Como resultado dessa sensibilidade periférica,
ocorre um aumento da transmissao sinaptica nociceptiva no corno dorsal da medula
espinhal, interneurdnios inibitorios responsaveis pela modulagdo dos impulsos e
transmissao do processo doloroso morrem e as células da glia remodelam as
sinapses neurais para intensificar a transmissao nociceptiva. Esses neurdnios
tornam-se mais sensiveis, reagem mais intensamente aos estimulos e as conexodes
dos neurdnios de segunda ordem aumentam no SNC. Em suma, esse processo
conduz a sensibilizacdo central a partir da periferia intensificando o processo
doloroso (BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014; CURY et al, 2011;
VOSCOPOULOS e LEMA, 2010).

Além disso, a dor pode ser modulada por fatores cognitivos € emocionais,
envolvendo varios processos psicolégicos, como por exemplo, atencdo a sensacao
dolorosa e a reacao emocional, psicofisiolégica e comportamental subsequente
influenciando na percepcao e modulacdo do estimulo doloroso. A inducdo da dor
eleva significativamente a atividade do sistema nervoso simpatico, desencadeando
um aumento da ansiedade, da frequéncia cardiaca e da tensao muscular. As

emocOes negativas envolvidas com a lesdo estdo associadas com uma maior



35

ativacdo da amigdala, cortex cingulado anterior e coértex insular que processam o
lado afetivo-emocional da dor (COWEN et al., 2015; GARLAND, 2012).

Uma caracteristica importante € que o medo da dor esta associado com uma
hipervigilancia, culminando num aumento dos estimulos dolorosos, ou seja,
modulando positivamente a dor. Assim, as emoc¢des negativas e 0 estresse
prejudicam o cortex cerebral, reduzindo a capacidade de regulagcdo da dor. Dessa
forma, raiva, tristeza, estresse e medo podem resultar na dor aguda ou cronica e,
por sua vez, agravar a angustia e o sofrimento (GARLAND, 2012; WIECH; TRACEY,
2009).

Dessa maneira, pode-se levar em consideragdo que o processo modulatorio
da dor envolve distintos mecanismos, como o sistema descendente que modula a
dor a nivel central para periférico, o sistema ascendente que promove a modulagéo
da dor da periferia para o SNC e por ultimo as emocgdes, que tornam a dor uma
caracteristica peculiar para cada ser humano (BALIKI e APKARIAN, 2015; BOURNE;
MACHADO; NAGEL, 2014; COWEN et al., 2015).

3.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A dor é a sensacgao corporal que fornece informagdes sobre a ocorréncia ou
ameaca iminente de uma lesédo, numa tentativa de manter a homeostasia. O sistema
imune desempenha um papel fundamental no reconhecimento rapido e eliminagao
de microrganismos patogénicos, por meio de diferentes processos, tais como
fagocitose e inducédo da inflamacao. Assim, a inflamagédo € uma reacao de protecao
envolvendo as células hospedeiras, 0s vasos sanguineos, proteinas e outros
mediadores, que se destinam a eliminar a causa inicial da lesao celular, as células
necroticas, os tecidos resultantes do insulto inicial para um posterior reparo tecidual
(SKELDON e SALEH, 2011; VERMA; SHEIKH; AHMED, 2015).

Qualquer resposta transitoria e precoce ao inicio da lesao, iniciada pela
quimiotaxia de leucécitos, como os neutréfilos e mondcitos, e por varios mediadores
quimicos é denominada como inflamacdo aguda. Sob condi¢des normais, a
inflamacdo aguda é essencial para proteger o organismo de patdégenos invasores,
assim como a promocao da remodelacao e reparo do tecido. Apos a eliminacao do
agente agressor, a inflamacao é rapidamente cessada, uma vez que os mediadores

inflamatorios sdo dissipados, os leucocitos tém uma vida curta nos tecidos e os
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mediadores anti-inflamatérios sdo ativados controlando a resposa imune (MULEY;
KRUSTEV; MCDOUGALL, 2016).

No entanto, se o processo inflamatério persistir pode progredir para a fase
cronica. A inflamacéao cronica € um processo com duragao prolongada (semanas ou
meses) em que a inflamacdo, lesdo tecidual e a tentativa de reparo tecidual
coexistem em combinagdes variadas. Essa fase inflamatéria ndo € benéfica para os
tecidos causando danos teciduais e dor, uma vez que, os mediadores pro-
inflamatorios, tais como prostaglandinas, citocinas, quimiocinas, proteases,
neuropeptideos e fatores de crescimento liberados no local da inflamacao sao
capazes de sensibilizar os nociceptores (LIPNIK-STANGELJ, 2013).

A coexisténcia de receptores para inumeras moléculas em ambos os sistemas
nervoso e imunologico sugere uma interagado funcional entre esses dois sistemas
distintos no qual desencadeiam a sensibilizagdo periférica. Os mediadores
inflamatoérios como prostaglandinas, bradicinina, serotonina, histamina, substancia P,
tromboxanos, fator de ativacdo de plaquetas, purinas e seus derivados, protons,
radicais livres, citocinas (interleucinas — IL e fator de necrose tumoral-a - TNF-a) e
neutrofinas sdo liberados durante o processo. E importante destacar que, alguns
desses mediadores atuam somente através do sistema imunoldgico, enquanto
outros podem ativar diretamente os nociceptores. Por fim, a participagdo de células
do sistema imunolégico residente (mastocitos e macréfagos) e células
imunorrelacionadas (queratindcitos e fibroblastos) promovem o recrutamento das
células do sistema imune sistémico auxiliando também na sensibilizacao periférica
(REICHLING; GREEN; LEVINE, 2013; VOSCOPOULOS e LEMA, 2010).

Assim, pode-se dizer que a dor e inflamag¢ao caminharam juntas, uma vez que
as células do sistema imunoldgico, células da glia e os neurénios formam uma rede
integrada em que a resposta do sistema imune modula a excitabilidade das fibras
aferentes primarias (REN e DUBNER, 2010). A interagdo dos leucécitos, células
residentes e mediadores pro-inflamatoérios desencadeiam a dor durante o processo
inflamatorio. Porém, as fibras aferentes também afetam o tecido através da liberagao
de neuropeptideos como a substédncia P, o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, a somatostatina, galactina, entre outros a partir de suas terminacoes
sensoriais. Todo esse processo desencadeia a vasodilatacdo, extravasamento
plasmatico, migracao e recrutamento de macrofagos e degranulagcdo de mastocitos

agravando a lesao tecidual. Esse fenbmeno é conhecido como inflamacgao
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neurogénica, na qual os nociceptores contribuem para a formag¢do da inflamacgéao
periférica (LEWIS, TURNER, VINK, 2013; VERMA; SHEIKH; AHMED, 2015).

Diferentes mediadores soluveis liberados pelas células do sistema imune se
ligam aos receptores presentes nas terminagoes pré-sinapticas e pos-sinapticas
modulando as transmissdes excitatorias e inibitdrias. As citocinas especificas, além
de ajudar na comunicagido entre as células do sistema imune, desempenham um
papel na sinalizacdo cerebral para produzir alteragbes comportamentais
neuroquimicas, neuroenddcrinas, neuroimunes relacionadas com a inflamagao. As
citocinas tais como, IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a participam ativamente na nocicepcao,
por exemplo, as IL-6 liberadas durante o processo inflamatério, medeiam a liberacéo
de prostaglandina E> pela cicloxigenase-2 (COX-2) a partir de células do SNC.
Dessa forma, pode-se dizer que o SNC e o sistema imune estao funcionalmente
conectados e integrados (REN e DUBNER, 2010).

3.3.1 ESTRESSE OXIDATIVO E O PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacédo € uma resposta imune complexa que ocorre em resposta a
uma lesao corporal buscando suprimir o estimulo nocivo e promover a regeneracao
dos tecidos (LINLEY et al., 2010). Assim, a inflamacdo desencadeia uma
sensibilidade aumentada aos estimulos dolorosos (hiperalgesia) persistindo até a
cicatrizacdo tecidual. No entanto, se o processo inflamatério for prolongado ou
desregulado pode provocar danos celulares e teciduais e desencadear doencgas
crOnicas, tais como, hepatite, asma, cancer, artrite reumatdide, entre outras
(OYINLOYE; ADENOWO; KAPPO, 2015).

Um componente proeminente da inflamacdo € a infiltracdo leucocitaria
através de células como, neutréfilos, mondcitos e linfécitos para o local da leséo.
Para isso, ha a participacao de inumeras moléculas de adesao e o envolvimento de
citocinas. Ja no local da inflamacdo, as células inflamatérias liberam diversas
enzimas (proteases neutras, elastase, colagenase, hidrolases acidas, lipases, etc),
ERs (radical anion superdxido — O2", acido hipocloroso - HCIO, H202, etc) e
mediadores quimicos (componentes do sistema complemento, citocinas, 6xido
nitrico — ON, etc), induzindo o dano tecidual e o estresse oxidativo (BISWAS, 2016).

Sob condig¢des inflamatérias patolégicas pode ocorrer a formagao exagerada

de ERs, induzindo o estresse oxidativo e lesdo tecidual. Porém, a medida que
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processos inflamatoérios podem induzir o estresse oxidativo, 0 mesmo também pode
levar a inflamacgéo, através da ativagao de multiplas vias. Por exemplo, o H202 pode
induzir a inflamacg&o através da ativacdo do NF-kB (BISWAS, 2016). Além disso, o
estresse oxidativo desempenha um papel importante na maturagao de citocinas pro-
inflamatorias, tais como a IL-1B e IL-8 agindo sobre as bases nitrogenadas do acido
desoxirribonucleico (DNA) também ativando a expressdo do gene proé-inflamatorio
NF-xB, culminando no aumento da inflamacado (AGUILERA-AGUIRRE et al., 2014;
ZHOU et al., 2010). Dessa forma, pode-se observar que a inflamagao e o estresse
oxidativo estao intimamente relacionados.

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producao de
substancias pro-oxidantes e defesas antioxidantes (MANCINI et al.,, 2016;
PISOSCHI e POP, 2015). As ERs podem ser de oxigénio (EROs), de nitrogénio
(ERNs), de enxofre (ERSs) e de carbono (ERCs), sendo as principais, as EROs e
ERNs (JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000). Assim, essas ERs podem oxidar
diferentes biomoléculas, como lipideos, proteinas, DNA, aminoacidos, entre outras
podendo levar a morte celular (BILD et al., 2013).

A producdo de ERs e radicais livres pode ocorrer através de reacoes
endégenas ou exdégenas € nao necessariamente desencadeiam o estresse
oxidativo. As EROs sao geradas constantemente, como parte da respiracao celular,
durante as etapas intermediarias de reducdo do oxigénio ao longo da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial. Além disso, as EROs podem também ser
formadas como intermediarios necessarios durante varias reagdes enzimaticas. As
formas mais encontradas sdo os 0.7, H202, radical hidroxila (*OH) e oxigénio
singlete ('02) (AGARWAL; DURAIRAJANAYAGAM; PLESSIS, 2014; POLJSAK;
SUPUT; MILISAV, 2013).

Por outro lado, a producdo de ERNs pode ocorrer por diferentes formas,
sendo que a principal forma envolve o ON. O ON enddgeno, biossintetizado através
de diferentes vias, &€ uma molécula de sinalizagdo gasosa envolvida na
vasodilatagao e neurotransmissao e € liberada por fagécitos em reacdes do sistema
imune. Essa molécula pode reagir com o O>™, gerando uma espécie de nitrogénio
altamente reativa, ou seja, o peroxinitrito (ONOQO~). Além do ONOOQO", outras ERNs
como o didéxido de nitrogénio (NO2) e tridxido de nitrogénio (N2O3) causam danos
oxidativos nas biomoléculas, agindo de modo semelhante as EROs (KALUDERCIC
e GIORGIO, 2016; PISOSCHI e POP, 2015).
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As EROs e ERNs s&do normalmente geradas pelo metabolismo celular e em
concentragdes baixas ou moderadas desempenham papéis fisiolégicos, incluindo a
resposta celular a agentes infecciosos, a sinalizagao celular, a indugédo da resposta
mitogénica, neurotransmissdo, regulacdo da pressdo sanguinea, relaxamento do
musculo liso e na regulacdo imune (GUERRERO e ACOSTA, 2016). Para que o
organismo possa manter os niveis de ERs baixos € necessario mecanismos de
defesa antioxidante endogeno ou exogeno. As defesas antioxidantes sdo um
conjunto de mecanismos enzimaticos e nao enzimaticos que protegem as
macromoléculas contra os efeitos potencialmente danosos das ERs (GODIG et al.,
2014).

O sistema de defesa antioxidante endégeno inclui enzimas antioxidantes,
tais como a superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e compostos nao
enzimaticos como a glutationa, proteinas (ferritina, transferrina, albumina, entre
outras) e sequestrantes de elétrons de baixo peso molecular como o acido urico,
coenzima Q e &acido lipoico. Essas moléculas estdo estritamente envolvidas na
protecdo celular contra os danos oxidativos, impedindo a ocorréncia de ERs através
do seu bloqueio ou sua captura. Por outro lado, as defesas antioxidantes exdgenas
sdo provenientes principalmente da alimentagdo. Os antioxidantes como as
vitaminas C (acido ascérbico) e E (tocoferol), carotendides e compostos fendlicos
sdo considerados os principais antioxidantes exdgenos atuando também como
doadores de elétrons capazes de neutralizar as ERs formadas pelo metabolismo
celular ou por alguma disfuncao patolégica, como a inflamacao (PISOSCHI e POP,
2015; POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

Como evidenciado, o processo inflamatorio esta envolvido na formacao de
ERs como um mecanismo de defesa contra agentes agressores, porém quando ha
producao exacerbada de ERs desencadeando o estresse oxidativo é necessario que
o organismo disponha de um sistema de defesa, ou seja, o sistema de defesa
antioxidante. Dessa forma, torna-se interessante a busca de novas terapias anti-
inflamatérias com acdo antioxidante para evitar danos as estruturas celulares
através das ERs (NAVARRO et al., 2013; PINHO-RIBEIRO et al., 2015).

3.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO PARA A DOR E INFLAMAGCAO

A dor é o principal motivo, atualmente, para que pacientes procurem o servico

de saude. Dessa forma, identificar o tipo certo de dor (nociceptiva, neuropatica,
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inflamatdria ou funcional) e sua intensidade é necessario para escolher o tratamento
farmacoldgico adequado. Atualmente, ha varias familias de agentes terapéuticos
que tém utilidade clinica reconhecida para o tratamento da dor e apresentam
diferentes graus de eficacia para seus diferentes estados, porém os efeitos adversos
concomitantes muitas vezes limitam a sua utilidade. Entre estes agentes
terapéuticos destacam-se os AINEs e os opiodides (YAKSH et al., 2015).

Os AINEs estao entre os medicamentos utilizados com maior frequéncia por
prescricdo médica ou automedicacdo. Eles normalmente sdo indicados para o
tratamento da dor devido suas propriedades anti-inflamatoria, analgésica e
antipirética (BOZIMOWSKI, 2015). O mecanismo de acao dos AINEs para o alivio da
dor é a inibicdo da enzima pro-inflamatoria COX, responsavel pela biossintese de
prostaglandinas. Como uma classe farmacoldgica, eles podem ser divididos em
AINEs ndo seletivos (por exemplo, indometacina, ibuprofeno e diclofenaco) que
atuam inibindo tanto a enzima COX-1 quanto a COX-2 e os AINEs inibidores
seletivos da COX-2 (por exemplo, nimesulida e meloxicam) (MCCARBERG e
GIBOFSKY, 2012).

Os AINEs sao amplamente utilizados para a reducdo da dor, no entanto,
preocupacdes surgem no que diz respeito a tolerancia e a seguranca desta classe
farmacolégica. Essa classe pode desencadear diversos efeitos colaterais como:
problemas cardiacos, problemas gastrointestinais, efeitos colaterais relacionados ao
SNC, reacdes de hipersensibilidade, alteragcdes hematoldgicas, disfung¢do renal,
entre outros efeitos adversos (DAHANVIAY; MISRA; VARMA, 2013; PHAM et al.,
2016).

Atualmente, o tratamento farmacologico para dor aguda grave, dor crbnica e
oncotica gira em torno de analgésicos opidides. Essas drogas, derivadas do 6pio
(morfina, codeina e uma ampla variedade de derivados congéneres semi-sintéticos)
atuam sobre os diferentes receptores opioides acoplados a proteina G. Todos os
receptores opioides, quando ativados, inibem a adenilato ciclase, diminuindo a
condutancia de canais de Ca2* dependentes de voltagem e/ou dos canais de K*
resultando na diminuicdo da atividade neural (STEIN, 2013).

Estes medicamentos apresentam efeitos muito eficazes no tratamento da dor,
no entanto, eles também possuem varios efeitos secundarios perigosos. Um dos
principais efeitos colaterais € a dependéncia fisica que pode ser induzida pela

interrupcao abrupta, reducao rapida da dose, diminuicdo do farmaco a nivel
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sanguineo e/ou a administracdo de um antagonista. Um agravante, & que todos os
opioides produzem dependéncia fisica clinicamente relevante, mesmo quando
administrado durante um curto periodo. Além disso, o uso constante dos opidides
causa tolerancia através da dessensibilizacado dos receptores, necessitando assim a
ingestao de doses mais elevadas para a obtencdo do mesmo efeito. Essa classe
pode também causar hiperalgesia, constipacao, nauseas, vomitos, broncoconstri¢ao,
hipotencéo, bradicardia e depressao respiratéria (HAYHURST e DURIEUX, 2016;
JONES et al., 2016; WARNER, 2012).

No intuito de reduzir o consumo dos opidides para restringir seus efeitos
colaterais, tolerédncia e desenvolvimento de hiperalgesia, ha o emprego de
medicamentos adjuvantes que envolvem o conceito de selecdo e integracao de
agentes farmacolégicos proporcionando um efeito sinérgico no controle da dor
sistémica (BIHEL, 2016). Dentre eles, ha o uso de agonistas adrenérgicos a-2,
anticonvulsivantes, antidepressivos, corticosterdides, calcitonina, analgésicos
topicos, canabindides, entre outros (BABOS et al., 2013; BRIDGESTOCK e RAE,
2013).

Cada um dos farmacos adjuvantes apresenta peculiaridades para o
tratamento de situacdes dolorosas. Os antagonistas adrenérgicos a-2 produzem
efeitos antinociceptivos na coluna vertebral através da ativagdo deste receptor
acoplado a proteina Gi (KHAN; WALSH; BRITO-DELLAN, 2011). Por outro lado, a
calcitonina pode ser utilizada para aliviar a dor associada com a osteoporose e alivio
da dor 6ssea metastatica (BABOS et al., 2013). Os bisfosfonatos, em altas doses,
sdao eficazes no tratamento de dor Ossea secundaria a doenca metastatica,
semelhante a calcitonina (PORTA-SALES et al., 2016).

Os anticonvulsivantes, por sua vez, sao utilizados para o tratamento da dor
neuropatica, uma vez que a epilepsia e a neuropatia compartilham semelhancas em
sua fisiopatologia. Este grupo de farmacos atua através do bloqueio de canais de
Na* ou de Ca%* dependentes de voltagem nas fibras nervosas reduzindo assim, a
excitabilidade desses neurénios (BRIDGESTOCK e RAE, 2013). Outra classe de
farmacos utilizados para o tratamento da dor neuropatica € os antidepressivos
impedindo a recaptagdo de serotonina enddégena e da noradrenalina no SNC,
aumentando dessa forma a atividade das vias descendentes inibitérias da dor
(KREMER et al., 2016). Geralmente, devido aos fatores de alto custo, risco e
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inconveniente, agentes adjuvantes sao pouco adicionados ao regime de opiaceos,
principalmente em situa¢des em que dor esta bem controlada (BIHEL, 2016).

Tendo em vista que, os analgésicos disponiveis no mercado apresentam
efeitos colaterais relevantes limitando a sua utilizacdo e a terapia adjuvante em
determinadas situagbées torna-se inconveniente ao uso. Dessa forma, torna-se
relevante a identificacdo de novos agentes farmacoldgicos que reduzem
efetivamente a dor causando pouco ou nenhum efeito colateral e com uma posologia
baixa continua a ser um desafio importante para os pesquisadores (CAZACU;
MOGOSAN; LOGHIN, 2015).

3.4.1 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DE QUINOLINAS E SEUS
DERIVADOS

O acervo farmacolégico para o tratamento da dor é composto, basicamente,
por dois grandes grupos de farmacos analgésicos que sao os AINES e os derivados
do 6pio, necessitando-se assim a busca de novos compostos com agédo analgésica
(CAZACU; MOGOSAN; LOGHIN, 2015; YAKSH et al., 2015). Dessa forma, as
quinolinas (também conhecidas como 1-aza-naftaleno ou benzo[b]piridina) foram
introduzidas na pesquisa para o tratamento da dor (GRUPTA e MISHRA, 2016;
SANTOS et al., 2015). Essas quinolinas sao estruturas quimicas aromaticas
heterociclicas contendo nitrogénio na sua estrutura quimica, sdo bases terciarias
fracas, apresentando férmula molecular CogH7N e peso molecular de 129,16 g/mol
(Figura 6) (MARELLA et al., 2013).
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Figura 6: Estrutura quimica da quinolina.

Os nucleos quinolinicos, descritos primeiramente no ano de 1989 por Fournet
e colaboradores, estdo presentes em varios produtos naturais, como por exemplo,
em alcaldides de Cinchona. Em sua pesquisa Fournet e colaboradores (1989)
identificaram nucleos quinolinicos a partir da Gilipea longiflora, uma rutdcea com
propriedades medicinais encontrada na Amazbnia boliviana, que se apresentou
eficaz no tratamento antimalarico. A partir de sua identificacdo, as quinolinas

comecgaram a ser produzidas sinteticamente mostrando ser eficazes em diversas
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propriedades farmacoldgicas, como por exemplo, atividade antioxidante,
antimalarica, antitumoral, antibacteriana, antidepressiva, neuroprotetora, anti-
inflamatoria, antinociceptiva, entre outras (CARTA et al., 2015; CHARVATOVA et al.,
2015; PATEL et al., 2016; PESARICO et al., 2015; PISSINATE et al., 2016; QIN et
al., 2015; WILHELM et al., 2014; YANG et al., 2014).

Dentre essas diferentes propriedades farmacolégicas, as atividades
antinociceptivas e anti-inflamatorias se destacam, uma vez que diferentes estudos
buscam identificar quinolinas com essas propriedades (CAMPOS-BUZZ| et al., 2010;
GOUDARSHIVANANAVAR et al.,, 2015). Recentemente, Grupta e Mishra (2016)
demonstraram que os derivados quinolinicos apresentam uma significativa atividade
anti-inflamatdria e antinociceptiva no modelo de inflamacédo da pata induzida por
carragenina e no teste da chapa quente. Por outro lado, diferentes derivados
quinolinicos inibidores das enzimas Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e
endotelial (eNOS) foram testados em modelos de nocicepgdo e neuropatia. Dentre
eles, o} composto 4-((2-ciclobutil-1H-imidazo[4,5-b]pirazin-1-il)metil)-7,8-
difluorquinolin-2(1H)-ona (Figura 7), inibidor da iINOS, destacou-se por apresentar
melhores resultados no tratamento contra estimulos nociceptivos agudo e crénico
(PAYNE et al., 2010).
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Figura 7: Estrutura quimica do composto 4-((2-ciclobutil-1H-imidazo[4,5-b]pirazin-1-il)metil)-7,8-
difluorquinolin-2(1H)-ona (PAYNE et al., 2010).

Além das propriedades farmacologicas antinociceptiva e anti-inflamatoria
Santos e colaboradores (2015) observaram que o composto Ni-(2-aminoetil)-N2-(7-
trifluorometil)quinolin-4-il)etano-1,2-diamina  (7-CF3-MAQ), um derivado de
aminoquinolina (Figura 8a), ndo desencadeou toxicidade hepatica, gastrica e renal
em roedores. Tabakoff e colaboradores (2016) demostraram que o composto N,N-
(difenil)-4-ureido-5,7-dicloro-2-carboxi-quinolina (DCUKA) (Figura 8b) reduz a
inflamacgéo cronica e a dor neuropatica, possivelmente por sua acao inibitoria ao

receptor glutamatérgico NMDA e aos canais de Na* dependentes de voltagem.
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Contudo, foi também demonstrado que derivados quinolinicos apresentam acgoes
antinociceptivas e anti-inflamatérias por outros mecanismos, como por exemplo, pelo
antagonismo dos receptores vanildides ou por serem agonistas seletivos dos
receptores canabinoides (GOMTSYAN et al., 2005; MANERA et al., 2007).
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Figura 8: a) Estrutura quimica do composto Ni-(2-aminoetil)-N2-(7-trifluorometil)quinolin-4-il)etano-
1,2-diamina (7-CF3-MAQ); b) Estrutura quimica do composto N,N-(difenil)-4-ureido-5,7-dicloro-2-
carboxi-quinolina (DCUKA) (SANTOS et al., 2015; TABAKOFF et al., 2016).

Nosso grupo de pesquisa relatou que 7-cloroquinolina-1,2,3-triazoil
carboxamida (Figura 9) apresenta efeito sobre a modulagado da dor central e possui
propriedade anticonvulsivante, sendo uma estratégia terapéutica para o tratamento
de convulsdées (WILHELM et al., 2014). Dessa forma, pode-se dizer que os
derivados quinolinicos tém propriedades promissoras no tratamento da nocicepgao e
da inflamacao, e diversos estudos continuam sendo realizados no intuito de melhor
compreender suas acgoes farmacoldgicas.
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Figura 9: Estrutura quimica de 7-cloroquinolina-1,2,3-triazoil carboxamida (WILHELM et al., 2014).

3.4.2 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DO SELENIO E SEUS DERIVADOS

A descoberta do calcogénio Se pelo quimico sueco Jons Jakob Berzelius em
1817 permitiu que estudos pudessem ser realizados para avaliar a influéncia de
suas formas inorganicas aos organismos vivos (KIELISZEK e BLAZEJAK, 2016). O
primeiro estudo, na década de 1930, constatou o potencial toxico do Se em animais,

uma vez que, este calcogénio desencadeou neuropatia em animas de grande porte
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(MOXON, 1937). Inesperadamente, em 1957 Schwartz e Folz demonstram o efeito
protetor do Se ao organismo, visto que a administragdo do Se elementar evitou
danos necréticos ao figado de camundongos (SCHWARTZ e FOLZ, 1957). Quase
vinte anos mais tarde, foi confirmada a importancia do Se, identificando-o como um
cofator da enzima glutationa peroxidase. Porém, o Se s6 foi considerado essencial
na dieta do ser humano em 1980, quando niveis sanguineos muito baixos de Se
foram associados a uma doencga cardiaca endémica na China (COMBS, 2015;
KIELISZEK e BLAZEJAK, 2016).

A partir disso, o Se foi considerado um micronutriente essencial ao organismo
podendo ser adquirido pela ingestao de diferentes alimentos. As principais fontes de
Se, para o consumo alimentar, sdo cereais, carnes e peixes, ovos, laticineos,
castanha do Brasil, cebola e alho. Porém, a concentracdo de Se nos alimentos
depende de sua concentracdo no solo de uma determinada area geografica, bem
como da capacidade das plantas em acumular este elemento. Portanto, o consumo
diario médio de Se pelos seres humanos pode variar entre as mais diferentes
regides (KIELISZEK e BLAZEJAK, 2016; OGAWA-WONG; BERRY; SEALE, 2016;
WROBEL; POWER; TOBOREK, 2016).

O Se é essencial para o bem-estar humano, em grande parte devido a sua
potente atividade antioxidante, anti-inflamatoria, e antiviral. As fungdes fisiologicas
do Se sado devidas a selenoproteinas, onde o Se é especificamente incorporado a
um aminoacido, a selenocisteina (WROBEL; POWER; TOBOREK, 2016). Essas
selenoproteinas desempenham diversas fungdes, como por exemplo, a glutationa
peroxidase e a tiorredoxina redutase atuam como agentes redutores, as
iodotironinas desiodases removem o iodo dos horménios da tiredide e as
selenoproteinas P sdo necessarias para o transporte do Se no soro (SOLOVYEYV,
2015).

Sabe-se que a caréncia de Se esta relacionada com diversas patologias,
como por exemplo, depressdo, problemas musculares, alteracbes digestivas,
doencas cardiovasculares, alteracoes reumaticas, esclerose, cancer, entre inumeras
outras (MALAGOLI et al., 2015). Por essa razao, a Organizagao Mundial da Saude
(OMS) definiu que o consumo diario de Se deve ser em torno de 70 pg/dia para
homens e 60 pg/dia para mulheres (KIPP et al., 2015). Entretanto, ha uma janela

relativamente estreita entre a deficiéncia de Se e toxicidade, devendo sempre
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respeitar a dose recomendada para ingestdao (WROBEL; POWER; TOBOREK,
2016).

Com o decorrer do tempo, 0 Se passou a ser empregado em estruturas
quimicas, uma vez que, dentre suas diversas propriedades, uma delas é ser
facilmente introduzidos e eliminados de moléculas organicas. Inumeros estudos
foram realizados demonstrando diversas propriedades farmacologicas de compostos
organicos de Se, tais como, antidepressiva, antioxidante, neuroprotetora,
antinociceptiva, anti-inflamatoéria, antitumoral, entre outras (BORTOLATTO et al.,
2013; LEITE et al., 2015; MISRA et al., 2015; ROCHA et al., 2013; VICTORIA et al.,
2014).

Dentre essas inumeras propriedades, as atividades antinociceptivas e anti-
inflamatorias de compostos organicos de Se vém chamando a atencdo de
pesquisadores nos ultimos anos (BRUNING et al., 2014; DEL FABBRO et al., 2012;
NOGUEIRA et al., 2003; PINTO et al., 2008; ROSA et a., 2015; ZASSO et al., 2005).
O estudo realizado por Sari e colaboradores (2016) demonstrou que p-cloro-
selenoesteroide (Figura 10) foi eficaz na atenuagdo da resposta inflamatoria em
modelos de inflamagcdo aguda em camundongos. Essa acao poderia ser atribuida a
uma inibicao da infiltracdo leucocitaria, demonstrada pela supressao da atividade da
enzima MPO. Similarmente, compostos organicos de Se derivados do acido salicilico
(Figura 11) apresentam atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva em modelos

quimicos de nocicepgdo em camundongos (CHAGAS et al., 2014).

Figura 10: Estrutura quimica do composto p-cloro-selenoesteroide (SARI et al., 2016).
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Figura 11: Estrutura quimica de compostos organicos de Se derivados do acido salicilico (CHAGAS
etal., 2014).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o composto bis(4-metilbenzoil)
disseleneto (BMD) (Figura 12a) obteve respostas antinociceptivas em modelos
nociceptivos mecéanicos e quimicos sem causar toxicidade aguda hepatica e renal
(DONATO et al., 2015). Resultados semelhantes foram encontrados por Pavin e
colaboradores (2011) onde o composto Se-fenil tiazolidina-4-carboxilato (Se-PTC)
(Figura 12b) também apresentou propriedades antinociceptivas (em modelos de

nocicepgao térmica, mecanica e quimica) sem induzir toxicidade hepatica e renal.
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Figura 12: a) Estrutura quimica do composto bis (4-metilbenzoil) disseleneto; b) Estrutura quimica do
composto Se-fenil tiazolidina-4-carboxilato (DONATO et al., 2015; PAVIN et al., 2011).

A partir disso, pode-se observar que diferentes compostos organicos de Se
apresentam importantes ac¢des antinociceptivas e anti-inflamatérias, bem como,
baixa toxicidade, demonstrando a importdncia do estudo das propriedades
farmacolégicas do Se incorporado a estruturas quimicas organicas (NOGUEIRA e
ROCHA, 2011).
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3.4.3 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DE DERIVADOS QUINOLINICOS
CONTENDO SELENIO

Mediante o exposto, pode-se dizer que ha diversas propriedades
farmacoldgicas de derivados quinolinicos e também de compostos organicos de Se,
mostrando qudo relevantes sdo diante das pesquisas de novos compostos
(MARELLA et al., 2013; NOGUEIRA e ROCHA, 2011). Entretanto, poucos estudos
relatam a atividade farmacoldgica de compostos quinolinicos contendo em sua
estrutura o calcogénio Se.

Recentemente, Sampaio e colaboradores (2016) buscaram investigar um
possivel efeito inibitério de derivados de quinolinas contendo organocalcogénios (3-
fenil-4-(feniltio) isoquinolina, 1; 3-fenil-4-(fenilseleno) isoquinolina, 2; 3-fenil-4-
(fenilteluro) isoquinolina, 3) (Figura 13) sobre a atividade in vitro das enzimas
monoamina oxidase A (MAO-A) e B (MAO-B) cerebrais. Nenhum dos compostos
inibuiu a atividade da enzima MAO-A. Em relacdgo a MAO-B, o composto 2
apresentou melhor resultado na inibicdo em relagdo aos outros compostos 1 e 3,
indicando que o calcogénio Se influencia na atividade inibitéria. Vale ressaltar, que
essas enzimas regulam os niveis dos neurotransmissores do sistema monoaminas
(serotonina, noradrenalina e dopamina) envolvidos no processo modulatorio da dor
(BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014; NAOI; RIEDERER; MARUYAMA, 2016).

segvlibegoibege
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Figura 13: Estrutura quimica dos compostos 3-fenil-4- (feniltio) isoquinolina, 1; 3-fenil-4-(fenilseleno)
isoquinolina, 2; 3-fenil-4-(fenilteluro) isoquinolina, 3 (SAMPAIO et al., 2016).

O nosso grupo de pesquisa realizou a sintese de 4-arilcalcogenil-7-
cloroquinolinas, dentre elas, o 4-PSQ (Figura 14). Além disso, foi investigada a
propriedade antioxidante do composto por meio de diferentes metodologias in vitro
(SAVEGNAGO et al., 2013). O 4-PSQ demonstrou ser eficaz em reduzir o ferro do
estado Fe3* para Fe?*, bem como, inibir a peroxidacdo do &cido linoleico.
Similarmente, o composto foi efetivo em inibir a peroxidacéo lipidica induzida por

nitroprussiato de sédio no cortex cerebral, cerebelo e hipocampo de camundongos
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denotando sua ag&o protetora contra os efeitos pré-oxidantes do ONOQO™. Dessa

maneira, pode-se dizer que o 4-PSQ apresenta acado antioxidante promissora

(SAVEGNAGO et al., 2013).
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Figura 14 Estrutura quimica do composto 4-fenilselenil-7-cloroquinolina (4-PSQ) (SAVEGNAGO et
al., 2013).

Diante disso, € possivel observar que os compostos quinolinicos e os
organicos de Se apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria, porém
nenhum estudo demonstrou ambas as propriedades farmacoldgicas em compostos
quinolinicos contendo Se em sua estrutura. Por essa razdo, o presente trabalho
buscou identificar as ac¢des antinociceptiva e anti-inflamatéria do 4-PSQ, uma

quinolina contendo Se em camundongos.
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4  ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estao apresentados sob a
forma de artigo cientifco, o qual se encontra assim organizado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdao dos Resultados e Referéncias Bibliograficas
encontram-se no préprio artigo.

O artigo cientifico encontra-se publicado na revista European Journal of
Pharmacology.
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The development of new drugs to treat painful and inflammatory dinical conditions continues to be of
great interest. The present study evaluated the antinodceptive and anti-inflammatory effects of 4-phe-
nylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ). Mice were orally (p.o.) pretreated with 4-PSQ (0.1-25 mg/kg),
meloxicam (25 mg/kg, a reference drug) or vehide, 30 min prior to the acetic acid, formalin, hot-plate
and open-field tests. 4-PSQ reduced abdominal writhing induced by acetic acid and it caused an increase
in latency time in the hot-plate test. 4-PSQ inhibited early and late phases of nociception and reduced the
paw edema caused by formalin. Locomotor and exploratory activities in the open field test were not
altered by treatments. In addition, a time-response curve was carried out by administration of 4-PSQ
(25 mg/kg; p.o.) at different times before the acetic acid injection. The antinociceptive effect in inhibiting
acetic acid-induced abdominal writhing of 4-PSQ started at 0.5 h and remained significant up to 4 h after
administration. Indeed, the anti-inflammatory and antioxidant properties of 4-PSQ were investigated.
4-PSQ diminished the edema formation and decreased the myeloperoxidase activity and reactive species
levels induced by croton oil in the ear tissue. 4-PSQ partially protected against the decrease of the 2,2'-
Azinobis-3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) levels
induced by croton oil. Meloxicam presented similar results for 4-PSQ in tests evaluated. These results
demonstrated that 4-PSQ exerts acute anti-inflammatory and antinociceptive actions, suggesting that it
may represent an alternative in the development of future new therapeutic strategies.

@ 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

stress (Valerio et al., 2009). Free radical molecules and reactive
oxygen species, including hydrogen peroxide, superoxide, hydro-

Pain and inflammation are major clinical symptoms that have
negative impacts on quality of life. Pain is an unpleasant sensory
and emotional experience associated with real or potential tissue
damage (IASF, 1994). These symptoms result from the action of
inflammatory agents such as bradykinin, serotonin, histamine,
prostaglandins, leukotrienes and nitric oxide (Li et al., 2011). This
cascade of biochemical events is an attempt by the organism to
protect itself against and remove injurious stimuli.

In this context, several mechanisms are involved in the pa-
thophysiology of inflammation and nociception, such as oxidative
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peccdo (PPGBiog), Centro de Ciéncias Quimicas, Farmactuticas e de Alimentos,
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96010-900, RS, Brazil.
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ethelwilhelm@yahoo.com.br (E.A. Wilhelm),
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0014-2999/% 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

xyl radicals and nitric oxide, have been implicated in tissue injury
and increased nociceptive response (Halliwell, 2007; Khalil and
Khodr, 2001). Reactive oxygen species are produced physiologi-
cally, but an imbalance between the production of reactive oxygen
species and antioxidant defenses causes oxidative stress, and
consequently cell damage (Cadenas and Davies, 2000; Watson,
2013).

Several drugs are available to treat pain and inflammation
(Kiefer and Dannhardt, 2002; Lacy et al, 2008). However, these
drugs have major side effects limiting their use. Thus, there is a
considerable need to discover and develop treatments for pain and
inflammation. In this way, many efforts have been made by our
research group to search for new molecules with antinociceptive
and anti-inflammatory properties (Donato et al, 2015; laniski
et al, 2012; Villalba et al., 2014; Wilhelm et al., 2014).

Considering that quinolines are synthetic or natural hetero-
cyclic compounds with interesting biological activities (Bhasin,
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2010; Manera et al, 2015; Mantovani etal., 2014; Marella, 2013;
Naik et al., 2009; Parameswaran et al, 2013; Shtrygol' et al., 2012),
our studies targeted this class of compounds. In fact, our research
group described the synthesis and pharmacological properties of
quinoline derivatives (Saraiva et al, 2016; Savegnago et al, 2013;
Wilhelm et al.,, 2014). One of the synthesized compounds, 4-phe-
nylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ), revealed potential anti-
oxidant action, without toxicological effects (Savegnago et al,
2013). In view of our continued interest in the pharmacology of
this compound, the objective of this study was to evaluate anti-
inflammatory and antinociceptive effects of 4-P5Q, a quinoline
derivative containing selenium, in mice.

2. Materials and methods
2.1, Animals

The behavioral experiments were conducted using male adult
Swiss mice (25-35g). Animals were kept in a separate animal
room, in a 12 h light/dark cycle (with lights on at 6:00am.), ata
room temperature of 22 + 2 °C, with free access to food and water.
Mice were used only once throughout the experiments. The ex-
periments were performed according to the guidelines of the
Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources,
Federal University of Pelotas, Brazil (CEEA1987).

The number of animals and intensities of noxious stimuli used
were the minimum necessary to demonstrate the consistent ef-
fects of the drugs treatments.

22, Drugs

4-PSQ (Fig. 1) was prepared and characterized in our laboratory
by the method previously described by Savegnago et al. (2013).
Analysis of the '"H NMR and 'C NMR spectra showed analytical
and spectroscopic data in full agreement with 4-PSQ assigned
structure. The chemical purity of 4-PSQ (99.9%) was determined by
GC/MS. Meloxicam was obtained commercially and it was used as
a reference drug. 4-P5Q was dissolved in canola oil, while me-
loxicam was dissolved in 0.9% saline solution. The mice received
oral (p.o, administered by intragastric gavage) or intraperitoneal
(1.p.) drugs at a constant volume of 10 ml/kg body weight. All other
chemicals were of analytical grade and obtained from standard
commercial suppliers.

2.3. Experimental models

2.3.1. Acetic acid-induced abdominal writhing test and time-re-
sponse curve

Antinociceptive activity of 4-PSQ was evaluated using an acetic
acid-induced abdominal writhing test and carried out according to
the procedures described previously (Correa et al., 1996; Nogueira
etal, 2003). Mice were pretreated with 4-PSQ (0.1-25 mg/kg, p.o.),
meloxicam (25 mg kg, p.o.) or vehicle 30 min prior to acetic acid
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Fig. 1. Chemical structure of 4-PS().

injection (1.6%, iLp). After acetic acid injection, mice were in-
dividually placed in separate boxes and the total number of ab-
dominal contractions (writhing movements with full extension of
both hind paws) was counted during 20 min. In addition, a time-
response curve was carried out by administration of compound
(25 mg/kg; p.o.) to mice at 0.25, 0.5, 1, 4 and 24 h before the acetic
acid injection.
2.32. Formalin test

The formalin test was carried out as described by Hunskaar and
Hole (1987). Mice were pretreated with 4-PSQ (0.1-25 mg/kg, p.o.),
meloxicam (25 mg/kg, p.o.) or vehicle. After 30 min, animals re-
ceived the intraplantar (i.pl.) administration of formalin (2.5%, v/v;
20 plfpaw) into the right hind paw and saline solution (0.9%, w/v;
20 plfpaw) into the left paw left. The animals were individually
placed in an acrylic box and duration of paw licking was recorded
at 0-5 min (first phase) and 15-30 min (second phase). The first
phase is regarded as a neurogenic mechanism and the second
phase as an inflammatory mechanism (Oyemitan et al, 2008}
After the observation period, mice were killed and the edema was
measured. Paws were removed and weighed. The paw edema was
measured by comparing the difference between the weight of the
formalin-injected paw and the weight of the contralateral paw
(saline-treated paw).

2.3.3. Hot-plate test

The hot-plate test was carried out as described by Woolfre and
MacDonald (1944). It is a behavioral model of nociception where
behaviors such as jumping and hind paw-licking are elicited fol-
lowing a noxious thermal stimulus. For this, animals were placed
in a glass box on a heated metal plate maintained at 55 + 1 °C. The
latency of nociceptive responses such as licking or shaking one of
the paws or jumping was recorded as the reaction. In order to
avoid damage to the paws of animals, time standing on the plate
was limited to 45s The change in thermal withdrawal latencies
was recorded before treatment and at 30 min after treatment with
4-PSQ (01-25 mg/kg, p.o.), meloxicam (25 mg kg, p.o.) or vehicle.
The delta of latency (At) was calculated for each animal: At (s)=
post-treatment latency — pretreatment latency.

2.34. Ear edema induced by croton oil

Based on the results obtained in the nociception models, to
extend our knowledge of the pharmacological properties of 4-PS0Q,
it was tested in an inflammatory model. Ear edema was induced by
croton oil based on previous studies (Romay et al, 1998; Tubaro
et al, 1986) with some modifications. 4-PSQ (0.1-25 mg kg, p.o.),
meloxicam (25 mg/kg, p.o.) or vehicle was administered 30 min
prior to topical application of 2.5% croton oil in acetone (20 plfear)
in the right ear of each mouse. The same volume (20 pl) of acetone
was applied to the left ear. Four hours after the application of the
phlogistic agent, mice were euthanized and both ears were cut at
the base and the weight difference between the samples of the
control ear (left) and the croton oil-treated ear (right) was estab-
lished on an analytical balance (Swingle et al, 1981). The results
obtained are represented as weight (mg). Subsequently, ears were
used to determine the myeloperoxidase (MPO) activity, reactive
species (RS) and non-protein thiols (NPSH) levels and 2,2"-Azino-
bis-3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid (ABTS) and 2,2-diphe-
nyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radicals scavenging activities.

2.34.1. MPO assay. MPO activity was assayed according to the
method previously described (Suzuld et al, 1983) with some
modifications. The plugs of the ears obtained in the test described
above (item 2.3.4.) were homogenized in potassium phosphate
buffer (20 mmol/l, pH 7.4) containing ethylenediaminetetraacetic
acid (0.1 mmol(l). After the homogenization, samples were
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centrifuged at 900g at 4 °C for 10 min to yield a low-speed su-
pernatant fraction (5:). Then, 5, fraction was centrifuged again at
20,000g at 4 °C for 15 min to yield a final pellet (P2) that was
resuspended in medium containing potassium phosphate buffer
(50 mmolfl, pH 6.0) and hexadecyltrimethyl ammonium bromide
(0.5%). Samples were finally frozen and thawed three times for the
later enzymatic assay. For the MPO activity measurement, an ali-
quot of resuspended P> (100 pl) was added to a medium con-
taining the resuspension medium and NNN/N- tetra-
methylbenzidine (1.5 mmol/l). The kinetic analysis of MPO was
started after Ha0» (0.01%) addition, and color reaction was mea-
sured at 655 nm at 37 °C. Results are expressed as optic density
(OD)/mg protein/min.

23.42. RS measurement The RS levels were determined by a
spectrofluorimetric method, using 2, 7'-dichlorofluorescein diace-
tate (DCHF-DA) assay (Loetchutinat et al., 2005). Four h after
croton oil application, ear tissue was homogenized in 50 mM Tris—
HCl, pH 7.4 (1:10, w|v), and centrifuged at 2400g for 10 min at 4 °C
to obtain the low-speed supernatant (5;). S; (10 pl) was incubated
with 10 pl of DCHF-DA (1 mM). The oxidation of DCHF-DA to
fluorescent dichlorofluorescein (DCF) was measured for the de-
tection of intracellular RS. The DCF fluorescence intensity emission
was recorded at 520 nm (with 480 nm excitation), 15 min after the
addition of DCHF-DA to the medium (Shimadzu RF-5301PC fluo-
rometer). RS levels were expressed as arbitrary units of
fluorescence.

2.3.4.3. NPSH assay. Ear samples were collected and homogenized
with 200 pL of 0.02M EDTA. The homogenate was mixed with
25 L of trichloroacetic acid 50% and was homogenized three
times over 15min. The mixture was  centrifuged
(15 min x 1500 g x 4 °C). The supernatant was added to 200 pl of
0.2M TRIS buffer, pH 8.2, and 10 pl of 0.01M 5,5'-dithiobis(2-ni-
trobenzoic acid) (DTNB). After 5 min, the absorbance was mea-
sured at 412 nm against a blank reagent with no supernatant. A
standard reduced glutathione (GSH) curve was formed. The results
are expressed as NPSH per g of tissue (Sedlak and Lindsay, 1968).

2.3.44. DPPH and ABTS radicals scavenging activity assay. Ear tissue
was collected and immediately homogenized with 500 pl of 1.15%
KCl, and centrifuged (10 min x 200 g x 4 °C). The ability of the
sample to resist oxidative damage was determined as free radical
scavenging ability by ABTS and DPPH assays (Re et al, 1999; Choi
et al, 2002). For ABTS assay, ABTS solution was diluted with
phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS) to an absorbance of 730 nm.
Then, 1.0ml of diluted ABTS solution was mixed with 20 pl of
supernatant (5;). After 6 min, the absorbance was measured at
730 nm. For DPPH assay, DPPH solution was diluted with ethanol
to an absorbance of 517 nm. Then, 1.0 ml of diluted DPPH solution

Table 1
Effects of 4-PSQ on nociceptive and inflammatory tests in mice.
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was mixed with 20 pl of §;. After 6 min, the absorbance was
measured at 517 nm. The results were equated against an ascorbic
acid standard curve. The results are expressed as equivalents of
ascorbic acid per gram of tissue weight in both assays.

2.3.5. Open field test

The spontaneous locomotor and exploratory behaviors were
assessed in the open-field test (Walsh and Cummins, 1976). The
open-field was made of plywood and surrounded by 30 cm-high
walls. The floor of the open-field, 45 cm long and 45 cm wide, was
divided by masking tape markers into 9 squares (3 rows of 3). Mice
were pretreated with 4-PSQ (01-25 mg/kg, p.o.), meloxicam
(25 mg/kg, p.o.) or vehicle. Thirty min after the treatment, each
animal was placed individually at the center of the apparatus and
observed for 4 min to record the locomotor (number of segments
crossed with the four paws) and exploratory (number of time
rearing on the hind limbs) activities.

2.3.6. Acute toxicity

Mice received a single oral dose of 4-PSQ (25 mg/kg; p.o.) or
vehicle. After drug administration, animals were observed for up
to 72 h to determine the lethal potential of this compound. After
this time of exposure, mice were anesthetized to draw blood by
heart puncture and place it in tubes containing heparin. Plasma
was obtained by centrifugation at 900g for 10 min (hemolyzed
plasma was discarded) and used for biochemical assays, which
were performed with commercial test kits. Plasma aspartate (AST)
and alanine aminotransferase (ALT) activities, used as the bio-
chemical markers for early acute hepatic damage, were de-
termined by the colorimetric method (Reitman and Frankel, 1957).
Renal function was analyzed by determining plasma urea and
creatinine (Mackay and Mackay, 1927).

24. Statistical analysis

Data are expressed as mean + S.E.M. Statistical analysis was
performed using a one-way ANOVA followed by the Newman-
Keuls test when appropriate. Statistical analysis of acute toxicity
data was performed using a non-paired ¢ test. Values of P = 0.05
were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Acetic acid-induced abdominal writhing test and time-response
curve

The results depicted in Table 1 show that 4-P50Q caused a sig-
nificant decrease in the amount of abdominal writhing when
compared to the induced group (ANOVA: Fi537,=4.713, P= 0.001).

Acetic acid test Formalin test Hot-plate test Croton oil
Groups Number of writhing First phase-licking (s) Second phase-licking (s) Paw edema (mg) A Latency (s) Ear edema (mg)
Induced 700 +5.7 50.1+3.3 1632 + 90 56.2+ 2.6 11455 302+ 13
4-PSQ
0.1 mg/kg 481+73 432156 93.6+29.7° 405+ 3.2° 21+17 228+24
1 mg/kg 344 +96° 23.8+5.0™ 69.1 + 288" 37.8 + 5.8° 143+08° 189+3.2°
5 mg/kg 231 +10.8° 127+29¢ 269+ 17.7° 32.8+3.8° 128 +18° 216 + 347
25 mg/kg 16.0 + 2.9° 14 + 08 0.1+01% 214 +42° 19.0+32° 133+21°
Meloxicam 350 +12.3° 47 +80 95.6 + 1.9° 388+ 6.5 9.0+20 141 +18°

Each column represents the mean +S.EM. of 7-10 mice in each group. 4-PSQ means 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline. Meloxicam was used at the dose of 25 mg/kg. Hot-
plate test uses a noxious thermal stimulus. Asterisks denote significance levels when compared to the induced group (*) P < 0.05; (®) P <0.01; () P < 0.001. ¢ denotes P < 0.05
when compared to the meloxicam group (one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls' test).
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Fig. 2. Time-response curve for 4-PSQ (25 mg/kg) on the writhing behavior in-
duced by acetic acid in mice. Each column represents the mean + S.EM. of 10 mice
in each group. 4-PSQ means 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline. Asterisks denote
significance levels when compared to the induced group (one-way ANOVA fol-
lowed by the Newman-Keuls' test) (*) P < 0.05; (**)P<0.01; (***) P<0.05.

4-P5Q at the doses of 1, 5 and 25 mg/kg was effective in reducing
the abdominal writhing induced by acetic acid in 56% (p =< 0.05),
67% (P =0.01) and 77% (P < 0.001), respectively. 4-PSQ produced
dose-dependent antinociception following p.o. administration.
Meloxicam (25 mg/kg), a reference drug, reduced acetic acid-in-
duced abdominal writhing around 50% (P <0.05).

In the time-response curve, the antinociceptive effect in in-
hibiting acetic acid- induced abdominal writhing of 4-PSQ started
at 0.5h and remained significant up to 4 h after administration
[ANOVA: F554)=7.251, P<0.001) (Fig. 2).

3.2. Formalin test

4-PSQ pretreatment showed dose-dependent antinociceptive
activity when compared to the induced group in the first (ANOVA:
Fi5.45=16.06, P<0.001) and the second (ANOVA: Fs45,=8.12,
P<0.001) phases of the test (Table 1). In the first phase, the ani-
mals pretreated with 4-PSQ at the doses of 1, 5 and 25 mg/kg re-
duced the licking time by 52% (P< 0.01), 75% and 97% (P< 0.001),
respectively (Table 1). Meloxicam (25 mg/kg), a reference drug, did
not alter the licking time induced by formalin in the first phase
(P=0.05).

As demonstrated in Table 1, in the second phase, 4-PSQ pre-
treatment, at the doses of 0.1, 1, 5 and 25 mg/kg, reduced the
licking time when compared to the induced group, by 43%
(P<0.05), 58% (P=0.01), 83.5% and 99.9% (P<0.001), respec-
tively. The group pretreated with meloxicam (25 mg/kg) decreased
the licking time by 41% (P < 0.05). At the dose of 25 mg/kg, 4-P5Q
was more effective in reducing the licking time in the second
phase of formalin than meloxicam (25 mg/kg).

Pretreatment with 4-PSQ markedly reduced the paw edema
formation (ANOVA: F541y=5.935, P< 0.001) induced by formalin
injection in 28% (0.1 mg/kg; P<0.05), 33% (1 mg/kg: P<0.05),
41.5% (5 mg/kg; P< 0.01) and 62% (25 mg/kg; P< 0.001).

when compared to the induced group (Table 1). 4-PSQ effect
was dose-dependent. Meloxicam (25 mg/kg) reduced the paw
edema formation induced by formalin by 31% (P= 0.05; Table 1).

3.3. Hot-plate test

As verified in Table 1, the pretreatment with 4-PSQ increased
response latency to thermal stimulus when compared to the in-
duced group (ANOVA: Fi537;=6.496, P<0.001). 4-PSQ showed
significant antinociceptive activity at the doses of 1, 5, and 25 mg/
kg, increasing the latency time by 14.3% (P < 0.05), 13% (P < 0.05)
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Fig. 3. Effect of a single oral administration of 4-PSQ on MPO activity induced by
croton oil in ears of mice. Each column represents the mean + S.E.M. of 10 mice in
each group. 4-PSQ means 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline. Asterisks denote
significance levels when compared to the induced group (***) P<0.001 and #
denotes P < 0.01 when compared to the control group (one-way ANOVA followed
by the Newman-Keuls' test).

and 19% (P < 0.01), respectively. 4-PSQ effect was dose-dependent.
Meloxicam (25 mg/kg), a reference drug, did not alter response
latency to thermal stimulus when compared to the control group
(P=0.05).

3.4, Ear edema induced by croton oil

Regarding the ear edema induced by croton oil, data are shown
in Table 1. The anti-edematogenic effect of 4-P5Q was verified at
all doses tested (0.1-25 mg/kg) (ANOVA: F554)=6.273, P< 0.001)
and this effect was dose-dependent. The inhibition of ear edema
was 24% (0.1 mg/kg; P< 0.05), 37% (1 mg/kg; P<0.05), 28% (5 mg/
kg, P=0.05) and 44% (25 mg/kg;, P<0.001). The similar anti-
edematogenic effect was observed in the animals pretreated with
meloxicam (53%; 25 mg kg, P< 0.001).

3.41. MPO assay

Croton oil significantly increased the MPO activity (1071%) in
ears of mice when compared to the control group. The results
presented in Fig. 3 showed pretreatment with 4-P5Q (25 mg/kg) or
meloxicam (25 mg/kg) protected against the increase in MPO ac-
tivity in mouse ear induced by croton oil (ANOVA: Fggsy=15.77,
P <= 0.0001). 4-PSQ effect was dose-dependent.

3.4.2. RS measurement

As shown in Table 2, croton oil application significantly in-
creased (37%) the RS levels in ears of mice when compared to the
control group. The pretreatment with 4-PSQ (25 mglkg) or me-
loxicam (25 mg/kg) protected against the increase of the RS levels
in mouse ear induced by croton oil (ANOVA: F5.6=4.448,
P <0.05).

Table 2
Effects of 4-P50) on oxidative stress parameters in ear of mice exposed to croton oil.
Groups RS (arbi- NPSH (nmol DPPH (equiva- AEBTS (equiva-
trary units) NPSHfg of  lents of ascorbic  lents of ascorbic
tissue) acid/g of tissue)  acid/g of tissue)
Control 416+ 18" 16+02° 544+ 3.8° 108.64+ 7.7
Induced 571 +13* 07 +01¢ 14.6+4.3% 542 +25¢
4-P5Q 482 +53° 12+03 329+ 6.6% 743+ 58*
Meloxicam 458 +2.0° 09+02 245+ 484 595 + 184

Each column represents the mean + S.EM. of 6 mice in each group. 4-PSQ means
4-phenylselenyl-7-chloroquinoline. Meloxicam and 4PSQ) were used at the dose of
25 mgfkg. Asterisks denote significance levels when compared to the induced
group (*) P=0.05: (¥) P=001; (%) P=0.001. ¢ denotes P = 005 when compared to
the control group (one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls' test).
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3.4.3. NPSH assay

Our results revealed that the application of croton oil induced a
reduction (56%) of NPSH levels in ears of mice (ANOVA:
Fi3200=3.130, P=005). However, pretreatment with 4-PSQ
(25 mgkg) or meloxicam (25 mg/kg) was not effective in pro-
tecting against this alteration (P> 0.05) (Table 2).

3.4.4. DPPH and ABTS radicals scavenging activity assay

Croton oil significantly decreased the DPPH (73%) (ANOVA:
Fz21)=11.32, P<0.0001) and ABTS (50%) (ANOVA: Fj320=2334,
P=0.0001) levels in ears of mice, when compared to the control
group (Table 2) (ANOVA: Fggs)=15.77, P=0.0001). 4-PSQ pre-
treatment (25 mg/kg) partially protected against the decrease in
the DPPH and ABTS levels induced by croton oil (P<0.05). Me-
loxicam (25 mgkg) was not effective in protecting against the
decrease of these synthetic radicals induced by croton oil.

3.5. Open field test

Pretreatment of mice with 4-PSQ (0.1-25 mgkg) or meloxicam
(25 mgkg) did not cause any significant change in the number of
crossings (ANOVA: Fis 4x)=1.885, P> 0.03) or rearings (ANOVA:
Fi536)=1.761, P = 0.05) in the open-field test (Table 3).

3.6. Acute toxicity

As demonstrated in Table 4, a single oral administration of
4-PS0 (25 mg/kg) did not cause the death of exposed mice. The
activities of plasma ALT, AST and the levels of urea and creatinine
remained unaltered after 4-PSQ treatment when compared to
those of mice in the control group (P = 0.05).

4. Discussion

The present study addressed, for the first time, the 4-PSQ an-
tinociceptive effect in chemical and thermal nociception models,
without causing locomotor disturbances. This effect was also as-
sociated with an anti-inflammatory action of 4-PSQ in mice.

At the outset, 4-P5Q effects against abdominal writhing in-
duced by acetic acid and the time-response curve were checked.
4-P5Q reduced the abdominal writhing induced by acetic acid,
demonstrating the important antinociceptive and/or anti- in-
flammatory potential Of particular importance, the present find-
ings also demonstrated that the 4-PSQ effect starts at 0.5 h and
remains significant up to 4 h after administration, revealing a rapid
and long-lasting action. Although the writhing test has a poor
specificity, it is sensitive and predictive for screening of new an-
tinociceptive and anti- inflammatory drugs (Fischer et al, 2008; Le
Bars et al., 2001). Acetic acid-induced abdominal writhing in mice
is a result of a chemically induced acute peripheral inflammatory

Table 3
Effect of 4-PSQ on open-field test in mice.
Groups Number of crossings Number of rearing
Control 662 +58 501 +69
4-PsQ
0.1 mg/kg 702+75 428+48
1 mg/kg 548 +58 209+24
5 mg/kg 746 + 71 447 454
25 mg/kg 59.7 +20 388+34
Meloxicam 792 +92 510 +112

Data are reported as the mean + SEM. of 8 mice in each group. 4-PSQ means
4-phenylselenyl-7-chloroquinoline. Meloxicam was used at the dose of 25 mgfkg.
(one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls' test).

Table 4
Effect of a single oral administration of 4-PSQ (25 mg/kg) on biochemical para-
meters in mice.

Control 4-PSQ (25 mglkz)
AST(UfI) 1332+238 1005 +22.2
ALT (Uf1) 401+37 387 +42
Urea (mgfdl) 500+ 19 501 + 34
Creatinine (mg/dl) 05+01 06+ 01

Data are reported as the mean + SEM. of 6-8 mice in each group. 4-P50 means
4-phenylselenyl-7-chloroquinoline. Statistical analysis was performed using a non-
paired t test.

reaction (Zakaria et al, 2006). Indeed, the peritoneal injection of
acetic acid promotes the release of many endogenous in-
flammatory mediators such as kinins, nitric oxide, substance F,
tumor necrosis factor alpha (TNF-«t) and interleukin-1B (IL-1B)
(Parveen et al, 2007). In addition, these mediators are able to
produce not only nociception but an increase in vascular perme-
ability and leukocyte migration, which are important features of
the inflammatory process (Zeashan et al., 2009).

4-PSQ potentially reduced the nociceptive behavior in the first
(nociceptive) and second (inflammatory) phases and it presented
an anti-edematogenic effect in reducing the paw edema formation
in the formalin test. Together, these results reinforce the anti-
nociceptive and anti-inflammatory potential of 4-PSQ. It is worth
mentioning that 4-PSQ at the low dose (0.1 mg/kg) reduced the
licking behavior in the inflammatory phase and the paw edema
formation. Therefore, our results suggest that 4-PSQ impairs the
formation of inflammatory mediators. The subcutaneous injection
of formalin induces a licking response characterized by a noci-
ceptive response, resulted from a direct activation of nociceptors
in the first phase. In second phase of formalin, locally produced
inflammatory and algesic mediators activate the paw nociceptors
(Tassorelli et al., 2006).

Moreover, results obtained in the formalin test indicated that
4-PSQ is likely to have both central and peripheral antinociceptive
effects. Centrally acting drugs inhibit the response in both phases
equally, such as aminopyrine and mefenamic acid.

However, peripherally acting drugs, such as aspirin, only inhibit
the second phase. Therefore, this method enables to easily dis-
tinguish the analgesic action site (Shibata et al., 1989; Guimardes
et al, 2013).

In line with these results, 4-PSQ reduced the nociceptive be-
havior from the thermal stimulus in the hot-plate test, suggesting
central action of this compound. The hot- plate test produces an
acute non-inflammatory nociception, and is a good model to in-
vestigate the central effect of analgesic drugs with selectivity for
opioid-like drugs (Fischer et al,, 2008; Oliveira Fde et al., 2008).
This result is in agreement with the results obtained in the acetic
acid and formalin tests, supporting the 4-PSQ antinociceptive
action.

In the present study the open field test was performed to
evaluate the 4-PSQ effects on locomotor and exploratory activities.
Here, we found that treatment with 4-PSQ in a single dose did not
alter the number of crossings and rearings in the open field test.
Thus, our data indicate that 4-PSQ had no sedative effects/central
unspecific effect at the doses tested. Importantly, when a com-
pound has sedative/central unspecific effects, this can interfere in
the results of nociception tests (Walsh and Cummins, 1976; Ritter
etal., 2014). A sedative effect could prevent the animal response to
the nociceptive effect.

In order to extend our knowledge of the anti-inflammatory
potential of 4-PSQ, its effects were further evaluated in another
model of inflammation. In this regard, an ear edema was induced
by croton-oil application. Importantly, 4-PSQ reduced ear edema
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formation and protected against the increase of MPO activity in
mouse ear induced by its phlogistic agent. It is well established
that croton oil causes constant irritation, which leads to fluid ac-
cumulation as well as edema characteristic of an acute in-
flammatory response (Parveen et al, 2007). 12-0- Tetra-
decanoylphorbol-13-acetate, a kind of phorbol ester present in
croton oil, has been reported to stimulate phospholipid -dependent
protein kinase C and overexpression of inducible nitric oxide
synthase and cyclooxygenase-2 (Lee et al., 2013; Nakadate, 1989).

MPO activity is a marker of neutrophil influx into tissue (Kra-
wisz et al., 1984). Four h after croton oil application the MPO ac-
tivity was significantly increased in the mouse ear. In this study,
4-P5Q decreased the MPO activity induced by croton oil, which is
related to the reduction of neutrophil and macrophage infiltration
into the ear tissues. An interesting result found in the present
study was reduction by 4-PSQ of 87% of the MPO activity at the
dose of 25 mg/kg. At this dose, 4-PSQ was more effective in all
tests evaluated, and therefore we suggest that it is one of the most
important mechanisms involved in the antinociceptive and anti-
inflammatory actions of this compound. However, we believe that
there are other mechanisms implicated in these actions, because
at the doses of 0.1-5 mg/kg it exerted positive effects.

In an attempt to correlate the antinociceptive and anti-in-
flammatory effects observed in this study the antioxidant effect of
4-PSQ was determined in ears of mice exposed to croton oil
Taking into account the study performed by Savegnago et al
(2013) and the antioxidant effects of 4-PSQ demonstrated here by
reduction of RS levels and protection against the decrease of DPPH
and ABTS levels induced by croton oil exposure, we can infer that
antioxidant and antinociceptive/anti-inflammatory properties of
4-PSQ were correlated. Indeed it has been suggested that oxidative
stress plays an important role in the pathogenesis of inflammation
by promoting the production of several cytokines (Cuzzocrea et al.,
2001; Navarro et al, 2013), which are responsible for activating
neutrophils and inducing migration to the inflammatory site. TNF-
o and IL-1B activate NADPH oxidase inducing the production of
superoxide anion, starting the generation of reactive oxygen spe-
cies (Drummond et al, 2011). In turn, superoxide anion can induce
cytokine production by activation of nuclear factor kappa B
[NFkB). Oxidative stress is a contributing factor to inflammatory
hyperalgesia together with inflammatory cytokines (Vern et al,
2012).

In line with our results, it is important to highlight some ad-
vantages of using 4-PSQ. The antioxidant action is an important
activity exerted by an antinociceptive and anti-inflammatory drug,
because the oxidative stress is also critical to the etiology of many
chronic and degenerative diseases (Méndez-Armenta et al, 2014;
Duwvuri et al., 2015; Marseglia et al, 2014; Thanan et al, 2014).
Therefore, the use of compounds with a potential antioxidant ef-
fect has received attention from researchers and it is promising
therapies by acting as a “multi-target” drug that is important in the
treatment of associated pathologies. In addition, non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as meloxicam, have been
widely used clinically to treat pain and inflammation. However,
they cause adverse effects such as gastrointestinal, renal and he-
patic impairment (Gudis and Sakamoto, 2005; Burukoglu et. al,,
2014). Therefore, it should be noted that 4-P5Q, did not cause
kidney and liver toxicity, as demonstrated by parameters such as
urea and creatinine levels, ALT and AST activities.

Additionally, several studies have demonstrated that the classic
analgesic and ant-inflammatory drugs require high doses to exert
their action in animal models. For example, acetylsalicylic acid
when administered at the dose of 200 mg/kg by oral route in mice,
did not present an antinociceptive effect in the first phase of the
formalin test (Chagas et al., 2014). On the other hand, 4-PSQ pre-
sented antinociceptive and anti-inflammatory actions at low doses

in both formalin phases.

Finally, 4-P5Q is an organoselenium compound synthesized in
high yields and under simple reaction conditions (Savegnago et al.,
2013). Nowadays, selenium is recognized as an essential dietary
element for mammals with physiological roles as structural com-
ponent of several antioxidant enzymes, participation in metabolic
pathways, including the thyroid hormones metabolism and im-
mune function (Ursini and Bindoli, 1987; Stazi and Trinti, 2008,
Nogueira and Rocha, 2011). In accordance with this, organosele-
nium compounds have received the attention of researchers be-
cause of their broad pharmacological potential (Nogueira et al.,
2004; Nogueira and Rocha, 2011). Results of the resent study and
the advantages highlighted here support the potential of this
compound.

5. Conclusion

Taken together, the results presented here demonstrated acute
antinociceptive and anti-inflammatory effects of 4-PSQ in mice
making this a compound of interest for future studies to develop
new drugs to treat important painful and inflammatory clinical
conditions. We can infer that antioxidant and antinociceptive/anti-
inflammatory properties of 4-PSQ were correlated. Indeed, our
results are consistent with the fact that meloxicam, a reference
drug, presents similar results to 4-PSQ. Further studies are ne-
cessary to clarify its effects and to better elucidate the mechanisms
involved.
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5 CONCLUSAO

O 4-PSQ demonstrou acdo antinociceptiva dose-dependente no teste de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético e no teste da formalina em
ambas as fases (neurogénica e inflamatoria).

A curva de tempo, realizada no teste de contor¢cées abdominais induzidas por
acido acético, demonstrou que o composto iniciou sua ac¢do antinociceptiva
em 30 minutos perdurando até 4 horas ap0s a sua administracao.

O composto 4-PSQ reduziu a formacdo do edema de pata e de orelha
demonstrando sua propriedade anti-inflamatoria e anti-edematogénica.

O 4-PSQ reduziu o comportamento nociceptivo do estimulo térmico no teste
da placa quente, sugerindo uma agéao central.

O composto 4-PSQ protegeu contra 0 aumento da atividade da enzima MPO,
possivelmente pela reducédo dos neutrdfilos e da infiltracdo de macréfagos no
tecido.

Os resultados indicaram uma relacdo entre a acdo antioxidante e as
propriedades antinociceptivas e anti-inflamatérias do 4-PSQ.

O 4-PSQ néo alterou o numero de cruzamentos e elevagdes no teste do
campo aberto, demonstrando que o0 composto nao apresenta efeitos
sedativos.

O composto 4-PSQ nédo alterou os niveis séricos de creatinina e uréia e a
atividade das enzimas AST e ALT, demonstrando que o composto nao
apresenta efeito nefro e hepatotdxico, nas condi¢des avaliadas.
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PERSPECTIVAS
Mais estudos sdo necessarios para investigar os possiveis mecanismos de
acao envolvidos nas propriedades antinociceptiva e anti-inflamatéria do 4-PSQ.
Além disso, nosso grupo de pesquisa buscara verificar se o 4-PSQ apresenta efeito
antinociceptivo em modelos de dor cronica. Paralelamente, sera investigada a
possivel toxicidade apoOs exposicdo crbnica ao 4-PSQ e se este derivado de

guinolina induz dependéncia e/ou tolerancia em animais.
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ANEXO A - CARTA DE APROVAGAO DO PROJETO

Pelotas, 02 de abril de 2014

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
Para: Professor(a) Ethel Antunes Wilhelm

Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos

Senhor(a) Professor(a):

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Avaliagiio das acdes antinociceptiva e
anti-inflamatéria de compostos sintéticos derivados de quinolonas em
camundongos”, processo n°23110.001987/2014-41, sendo de parecer FAVORAVEL a
sua execugdo, considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os
principios éticos em experimenta¢@io animal e com os objetivos propostos.

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo & CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(cddigo para cadastro n° CEEA 1987).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.
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