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RESUMO

SILVA, Vanessa Duarte Goncalves da. Contribuicdo dos sistemas
serotoninérgico e nitrérgico no efeito antinociceptivo e efeito anti-inflamatorio
em modelo de pleurisia de 7-cloro-4-(fenilseleno)quinolina em camundongos.
2016. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Bioguimica e Bioprospecc¢ao) - Programa de
Pos-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccdo, Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Uma nova quinolina contendo selénio, 4-fenilselenil-7-cloroquinolina (4-PSQ), foi
descrita e sintetizada por nosso grupo de pesquisa. Recentemente, o potencial
antinociceptivo e anti-inflamatério do 4-PSQ foi demonstrado. Desta forma, o
primeiro objetivo deste estudo foi estender nossos conhecimentos através da
investigacdo da contribuicdo dos sistemas serotoninérgico e nitrérgico na acao
antinociceptiva aguda deste composto em camundongos Swiss. O pré-tratamento
com WAY100635 (0,7 mg/kg, por via intraperitoneal, (i.p.), um antagonista seletivo
do receptor 5-HTia), ketanserina (0,3 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo dos
receptores 5-HT2a) e pindolol (1 mg /kg, i.p., um antagonista seletivo dos receptores
5-HT1ans) bloqueou parcialmente o efeito antinociceptivo de 4-PSQ (25 mg/kg, per
oral, p.0.) no teste de contor¢bes abdominais induzidas por é&cido acético. O
precursor de oxido nitrico, r-arginina (600 mg/kg, i.p.), reverteu parcialmente a
antinocicepc¢ao exercida pelo 4-PSQ ou w-nitro-.-arginina (.-NOARG, 75 mg/kg, i.p.).
Adicionalmente, os tratamentos n&o alteraram as atividades locomotoras e
exploratérias dos camundongos. Além disso, o efeito anti-inflamatério agudo do 4-
PSQ foi investigado em um modelo de pleurisia induzida por carragenina em
camundongos. O 4-PSQ reduziu a migracéo celular, o0 acimulo de exsudato pleural
e a atividade da mieloperoxidase induzidos pela exposicdo a carragenina.
Adicionalmente, o0 4-PSQ protegeu contra o aumento dos niveis de espécies reativas
e a reducdo dos niveis de tidis ndo-proteicos induzidos pela carragenina. Estes
resultados sugerem que o 4-PSQ possui potencial terapéutico para a inflamacgao
aguda. Os dados apresentados neste estudo também demonstraram que a
modulacdo dos sistemas serotoninérgico e nitrérgico contribuem para a acao
antinociceptiva do 4-PSQ.

Palavras-chave: camundongo; inflamacg&o; nocicepc¢do; oOxido nitrico; quinolina;
selénio; serotonina.



ABSTRACT

SILVA, Vanessa Duarte Goncgalves da. Contribuition of serotonergic and nitrergic
systems in the antinociceptive effect and anti-inflamatory effect in model of
pleurisy of 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline in mice. 2016. 75f. Dissertacdo
(Mestrado em Bioquimica e Bioprospec¢do) - Programa de Pés-Graduacdo em
Bioquimica e Bioprospecc¢éo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

A new quinoline containing selenium, 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ),
was described and synthetized by our research group. Recently, we demonstrated
the potential antinociceptive and anti-inflammatory of 4-PSQ. For this reason, the first
objective of this study was extending our previous findings by investigating the
contribution of  serotonergic and  nitrergic  systems in the acute
antinociceptive action of this compound in Swiss mice. The pretreatment with
WAY100635 (0.7 mg/kg, intraperitoneally (i.p.), a selective antagonist of 5-HTia
receptor), ketanserin (0.3 mg/kg, i.p., a selective antagonist of 5-HT2a receptor) and
pindolol (1 mg/kg, i.p., a nonselective antagonist of 5-HT1a1s receptors) partially
blocked the antinociceptive effect caused by 4-PSQ (25 mg/kg, per oral, p.o.) in the
acetic acid-induced abdominal writhing test. Nitric oxide precursor, - arginine
hydrochloryde  (L-arginine, 600 mg/kg, I.p.), partially reversed
antinociception caused by 4-PSQ or w-nitro-L-arginine (.-NOARG, 75 mg/kg, i.p.).
Furthermore, treatments did not modify locomotor and exploratory activities of mice.
Additionally, acute anti-inflammatory effect of 4- PSQ in a model of pleurisy induced
by carragenan was investigated in mice. 4-PSQ reduced the cellular migration,
pleural exudate accumulation and myeloperoxidase activity induced by carragenan
exposure. Additionally, 4-PSQ protected against the increase in reactive species
levels and reduction of nonprotein thiols levels induced by carragenan. These data
suggest that 4-PSQ has therapeutical potential for acute inflammation. Data
presented here showed that the modulation of serotonergic and nitrergic systems
contributed to the antinociceptive effect of 4-PSQ.

Keywords: mice; inflammation; nociception; nitric oxide; quinoline; selenium;
serotonin.
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1 Introducéo

A dor aléem de uma sensacdo € também uma experiéncia, pois inclui
componentes sensoriais aliados a influéncias pessoais e ambientais. Embora exista
a divisdo da dor em termos anatémicos, fisioldégicos e farmacol6gicos, muitos fatores
estédo envolvidos no seu entendimento e exigem uma abordagem multifatorial para o
estudo da analgesia (SILVA et al.,, 2013; CAVALCANTE, 2014). O componente
sensorial da dor é denominado nocicepcéo, definida como a sensacdo determinada
pelo estimulo das fibras aferentes priméarias, sem levar em consideracdo 0s
aspectos psicolégicos que também influenciam a percepcdo final do processo
doloroso (BALIKI e APKARIAN, 2015).

A transmissao da dor € resultante da integracdo de sistemas de transducéo e
transmissdo, em varios niveis do sistema nervoso central (SNC), os quais tém
convergéncia, principalmente, no corddo espinhal (BALIKI e APKARIAN, 2015).
Aliados a estes sistemas estdo a modulacdo, responsavel pela restauracdo da
homeostasia, e a percepcao, responsavel pela interpretacdo (nocicepg¢do) da
resposta advinda de centos superiores do SNC a um estimulo nociceptivo
(MOURAUX et al., 2013; WANG et al., 2010).

Frequentemente, quando ocorre dano tecidual a dor é acompanhada por um
processo inflamatério. A inflamacdo € uma resposta natural do organismo contra
uma infeccdo ou lesdo, com o objetivo de destruir os agentes agressores. Os
processos inflamatérios envolvem uma complexa cascata de eventos bioquimicos e
celulares que incluem o extravasamento de fluidos, a ativacdo enzimatica, as
migracdes celulares, a liberacdo de mediadores quimicos, a sensibilizacdo e
ativacao de receptores, a lise tecidual e de reparo (CAVALCANTE, 2014).

Diante de tais circunstancias, o desenvolvimento de tratamentos
farmacoldgicos para a dor e a inflamacdo implica em conhecimentos de diversos
mediadores enddgenos, neurotransmissores, receptores e sistemas enzimaticos
envolvidos nas acbes efetoras. Fundamentalmente a terapia da dor visa a
prevencdo, o alivio ou a cura embasada na fisiologia e fisiopatologia deste
fenbmeno. Assim, estudos sobre o0s mecanismos serotoninérgico, GABAEérgico,
nitrérgico, opiodide, colinérgico e adrenérgico constituem a base dos tratamentos
medicamentosos (SARDELLA, 2014).
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Nesse sentido, os mediadores endogenos serotonina (5-HT) e Oxido nitrico
(ON) envolvidos na nocicepc¢do e inflamacdo merecem mencado. Historicamente, é
bem conhecido que no SNC a 5-HT surge a partir de uma série de nucleos situados
na linha média do tronco cerebral, representando a fonte mais rica de natureza
neuronal sintetizada no cérebro de mamiferos (DI e DE DEURWAERDERE, 2016).
Ha relatos de que a administracdo de drogas que atuam no sistema serotoninérgico
produzem efeitos analgésicos na modulacdo, dependendo do tipo e sub-tipo de
receptor ativado e ainda da dosagem de uso (XIE et al., 2012). Aliado a 5-HT, o ON
possui importante funcdo na modulacdo periférica da nocicepcdo (CHEN et al.,
2015). Esse mediador ainda pode apresentar um papel dual, desencadeando efeito
pré-nociceptivo ou antinociceptivo, também dependendo de alguns fatores, como por
exemplo, a dose de ON ou precursor e a via de administracédo (SILVA et al., 2014).

De fato, o interesse em identificar novos alvos para o tratamento da dor e
inflamacédo tem aumentado expressivamente nos ultimos anos (KLECZKOWSKA e
LIPKOWSKI, 2013; NADAL et al, 2013; WELCH et al, 2012). Apesar dos avancos
recentes ocorridos na compreensdo dos mecanismos envolvidos na manutencao da
dor e inflamacédo, as terapias disponiveis atualmente possuem apenas resultados
parciais e a maior parte das drogas analgésicas e anti-inflamatérias apresentam
importantes efeitos adversos, o que dificulta o uso continuo. Neste sentido, estudos
vém sendo realizados com compostos quinolinicos (MANTOVANI et al.,, 2014,
PARAMESWARAN et al., 2013) em conjunto com organicos de selénio (ROCHA et
al., 2013; SARI et al., 2014) frente a modelos de nocicep¢édo e inflamacdo em
modelos experimentais. Desta forma, sugere-se que estas classes de compostos
representam uma estratégia promissora para o tratamento de condicfes clinicas
dolorosas e inflamatérias (CHAGAS et al., 2014; NOGUEIRA e ROCHA, 2011; PINZ
et al., 2016).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem dedicado esfor¢cos no estudo
das propriedades farmacolégicas de derivados de quinolina (PINZ et al., 2016;
SAVEGNAGO et al.,, 2013; SARAIVA et al, 2015; WILHELM et al., 2014).
Recentemente demonstrou-se que o composto 7-cloro-4-(fenilseleno)quinolina (4-
PSQ), um derivado quinolinico contendo selénio, apresentou atividade
antinociceptiva em camundongos nos testes da placa quente, acido acético e

formalina, sem causar dano hepéatico e renal (PINZ et al., 2016). Adicionalmente,
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este composto ndo causou alteracdes na atividade locomotora e exploratoria dos
animais, descartando um possivel efeito sedativo.

De maneira importante, os resultados demonstrados revelaram o potencial
anti-inflamatério do 4-PSQ em camundongos (PINZ et al., 2016). De fato, este
derivado quinolinico reduziu a formacdo do edema e a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) induzidos por 6leo de créton em orelhas de camundongos
(PINZ et al., 2016). Aliado a esta propriedade, 0 4-PSQ também revelou possuir um
potente efeito antioxidante através da reducéao dos niveis de espécies reativas (ER)
e da protecdo contra a diminuicdo dos niveis dos radicais 2,2’-azinobis-(acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) induzidos
pela exposicdo topica ao Oleo de créton (PINZ et al., 2016). Desse modo, pode-se
sugerir que o seu efeito antioxidante estaria correlacionado com as propriedades
antinociceptivas/anti-inflamatoérias avaliadas. Ainda, verificou-se que os efeitos
antinociceptivos e anti-inflamatorios exercidos por 4-PSQ foram similares aos
apresentados pelo meloxicam, um farmaco de referéncia, demonstrando dessa
forma o seu potencial como terapia para a dor e inflamacao.

Juntos, esses resultados reforcam o grande potencial biolégico e as
vantagens promissoras do composto quinolinico 4-PSQ, sendo necessario, portanto,
a investigacdo dos mecanismos envolvidos na sua acéo antinociceptiva. Aliado a
este fato e considerando o interesse do grupo de pesquisa no estudo do potencial
farmacoldgico do 4-PSQ, se torna relevante ampliar os estudos referentes ao efeito

anti-inflamatério deste em um modelo de inflamacé&o aguda.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos envolvidos na agao antinociceptiva do composto 7-
cloro-4-(fenilseleno)quinolina (4-PSQ) e ampliar o estudo a cerca de sua acao anti-

inflamatoria aguda em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a possivel contribuicdo do sistema serotoninérgico na acéo
antinociceptiva do 4-PSQ.

e Elucidar o possivel envolvimento do sistema nitrérgico na acéo
antinociceptiva do 4-PSQ.

e Investigar a acao anti-inflamatoria aguda do 4-PSQ no modelo de pleurisia

induzida por carragenina em camundongos.
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3 Revisao de literatura

3.1 Dor e nocicepcéo

A dor corresponde a uma resposta subjetiva que o organismo apresenta
quando € submetido a algum estimulo potencialmente nocivo. Desse modo, quando
ocorre um estimulo nocivo sdo ativadas reacdes fisiologicas para que seja possivel
evitar o aparecimento de uma lesdo em tecidos normais (SCHAIBLE et al., 2011).
Logo, € percebido que a dor configura-se como uma funcdo protetora, possuindo
vias neuroanatbmicas importantes com receptores especificos que permitem a
deteccdo desse estimulo prejudicial (GUYTON e HALL, 2011).

A manifestacdo da dor funciona como um sinal de alerta que o SNC utiliza
para sinalizar um perigo iminente, interferindo, portanto, na homeostasia do
individuo e na sua relacdo com o meio (BARROT, 2012). Segundo a Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) (1994), a dor é definida como sendo “uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma lesédo tecidual
real ou potencial ou descrita em termos de tal lesao”. Entretanto, sua percepcgao é
complexa e nao envolve apenas a transdug¢do de um estimulo nocivo, mas também
processos emocionais e cognitivos (LOESER e TREEDE, 2008).

Em relacdo a sensacdo dolorosa, a dor pode ser classificada em aguda,
transitéria ou cronica. Tanto a dor aguda quanto a dor crénica estao frequentemente
associadas a processos inflamatérios, como resultado da lesédo tecidual, reatividade
imune anormal ou lesdo nervosa. Quando o episddio doloroso é transitorio ocorre a
ativacao de receptores especificos sem que haja dano tecidual e ele se dissipa em
pouco tempo (CARVALHO, 2014). A dor aguda é caracterizada por lesao tecidual e
eminente, que leva a ativacdo direta desses receptores especificos no local da
injuria. Na dor crbénica, muitos eventos ocorrem em associacdo com manifestacdes
neurolégicas geradas por estimulos nocivos, alterando dessa forma a modulagéo do
estado doloroso resultante (BALIK e APKARIAN, 2015). Aléem disso, alteracdes
centrais crbnicas na neuroquimica da sinalizagdo da dor produzem
hipersensibilidade, aumentando a frequéncia e a duracdo dos impulsos aferentes,
tornado o tempo desse processo mais prolongado (VIEIRA et al., 2012). Essa

hipersensibilidade esta diretamente relacionada com quadros de hiperalgesia
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(resposta aumentada a um estimulo doloroso) e alodinia (dor resultante de um
estimulo normalmente n&do nocivo) manifestados nos processos dolorosos
(SYDNEY, 2013).

O componente sensorial da dor é denominado nocicep¢do, ou seja, a
sensacao determinada pelo estimulo das fibras aferentes primarias. Dessa forma, a
nocicepcao refere-se apenas a parte fisiolégica da dor, sem levar em consideracéo
0s aspectos psicologicos (TODD, 2010). Assim, a nocicepcao € avaliada
indiretamente através da observacdo comportamental, segundo avaliacbes das
respostas aos estimulos provocados experimentalmente. Os modelos de nocicepc¢ao
sdo designados como agudos quando a nocicepc¢ao é de curta duragdo, funcionando
como sistema de alerta juntamente com a lesdo tecidual. Por outro lado, modelos
experimentais de nocicep¢do denominados cronicos sao usados para investigar a
nocicepcdo de longa duracédo, esta persistindo além do tempo necessario para a
cura da leséo (SILVA et al., 2013).

Nesse sentido, a transformacao dos estimulos nocivos em potenciais de acao
das fibras nervosas periféricas para o SNC depende de receptores especificos, os
nociceptores, que quando ativados, sofrem alteracbes na sua membrana, permitindo
a deflagracdo desses potenciais. As terminacdes nervosas das fibras nociceptivas
sdo capazes de traduzir um estimulo nocivo (de natureza térmica, quimica ou
mecéanica) em estimulo elétrico que sera transmitido até o SNC através da medula
espinhal e interpretado no cortex cerebral como dor (VOSCOPOULOS e LEMA,
2010). A resposta a esses estimulos elétricos ocorre por despolarizacdo dos
receptores periféricos, desencadeando assim potenciais de acdo dependentes de
canais ibnicos e receptores ionotrépicos (WHITE et al., 2010). Apos a ativacao dos
nociceptores especificos, a dor é produzida e percebida de forma localizada, com
intensidade proporcional & magnitude do estimulo e duracdo correspondente a
vigéncia do estimulo doloroso. Os nociceptores ativados geram estimulos que séo
conduzidos a medula por diferentes tipos de fibras aferentes periféricas: A-delta
(Ad), A-beta (AB) e C (RANG et al., 2012). As fibras Ad sdo mielinizadas e de
conducgéo rapida (10-30 m/s), localizadas na pele e membranas mucosas. As fibras
C nédo sao mielinizadas e conduzem lentamente o impulso (0,5-2 m/s), algumas
atuam como quimiorreceptores, estando amplamente distribuidas nos tecidos e na
pele (PINHEIRO et al., 2011). As fibras AB, também sdo mielinizadas e de grande

diametro, capazes de conduzir rapidamente o estimulo doloroso, respondendo a
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estimulos periféricos semelhantes e estdo principalmente ligadas a conducdo de
estimulos n&o-nociceptivos, como vibracdo e movimento. As fibras Ad séo
responsaveis pela condugédo da “primeira dor’ que se caracteriza por ser rapida,
aguda e pontual (MEYER et al., 2008). Por outro lado, um estimulo doloroso mais
intenso leva a ativacdo das fibras C, responsaveis pela transmissdo da “segunda
dor’ desencadeando uma sensacao de dor difusa, atrasada e persistente apos o
término do estimulo (SILVA, 2013). A maioria dessas fibras € originaria de neurénios
cujos corpos celulares estédo localizados nos ganglios das raizes medulares dorsais
e fazem sinapses com neurénios secundarios do corno da medula dorsal.

Além disso, a atividade dos nociceptores € mediada pela acdo de substancias
endodgenas que sao liberadas e/ ou sintetizadas em elevadas concentracfes no
ambiente tecidual em decorréncia de processos inflamatérios. Essas substancias
enddgenas estimulam o0s receptores presentes na membrana dos neurbnios
mediando ou facilitando a transmissdo da informacdo ao SNC (REN e DUBNER,
2010). Nesse contexto, durante a transmissdo dolorosa ocorrem multiplos eventos
devido a acado direta ou indireta de mediadores enddgenos, tanto a nivel central
quanto periférico (LIPNIK-STANGELJ, 2013). Tais mediadores sao oriundos do
acido araquidonico (prostaglandinas e leucotrienos), aminoacidos ou seus derivados
(glutamato, noradrenalina, 5-HT, dopamina e ON), peptideos (cininas, galanina,
colecistocinina, peptideo intestinal vasoativo), proteinas (citocinas, fator de
crescimento do nervo), entre outros e desempenham assim papéis importantes
nessa transmissédo (CURY et al., 2011).

Considerando a importancia dos processos dolorosos, esforcos tém sido
dedicados para a busca de tratamentos eficientes e para a melhor compreensao da
patofisiologia da dor. Para isto, diversos modelos experimentais séo utilizados no
intuito de mimetizar os processos envolvidos na nocicep¢ao. Entretanto, mesmo com
0 progresso de métodos alternativos nos ultimos anos (estudos in vitro, culturas de
células etc.), os modelos animais ainda apresentam como principal vantagem o
fornecimento de informagdes sobre o organismo como um todo, fato que nao é
conseguido com outros meétodos. Os resultados obtidos na maioria dos testes
nociceptivos mostram uma variabilidade individual relativamente baixa apresentando
como consequéncia um uso de animais mais reduzido (BARROT, 2012). Dentre os
diversos testes de nocicepcdo utilizados na pesquisa pré-clinica, tém-se como

principais exemplos, o teste de contor¢ées abdominais induzidas por acido acético, o
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teste da formalina, o Randall-Selitto, o Von Frey, a placa quente e o teste de retirada
da cauda (MULEY et al., 2015; SILVA et al., 2013).

O teste das contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético merece
destaque, devido ao fato de ser um classico modelo usado para triagem de drogas
analgésicas e por ser um teste nociceptivo simples e sensivel. Esse modelo permite
a avaliacdo da atividade antinociceptiva de substancias que atuam tanto em nivel
central quanto periférico, baseado na contagem das contor¢des abdominais,
seguidas de torcdo do tronco e extensdo dos membros posteriores (PINHEIRO et
al., 2011). Esses resultados no comportamento dos animais sdo o reflexo da
resposta a irritacdo peritoneal e a peritonite produzidas pela injecado intraperitoneal
de acido acético (GADOTTI et al., 2012). Devido a sua reprodutibilidade, este teste é
um dos testes de escolha de grande parte dos estudos de nocicepcao (COUTO et
al., 2011).

Ainda, é importante mencionar que os testes nociceptivos além de fornecerem
informacdes sobre o potencial de drogas terapéuticas, também auxiliam na

descoberta dos mecanismos envolvidos na acao farmacologica.

3.1.1 Mecanismos envolvidos na nocicepc¢éao

Os estudos farmacoldgicos tém contribuido para a descoberta de mdultiplos
mediadores quimicos envolvidos na dor, o que facilita o entendimento dos
mecanismos de acdo dos neurotransmissores e das vias de acdo das drogas
envolvidas na modulagéo central e periférica da dor (SARDELLA, 2014). De fato,
muitos esforcos tém sido dedicados, buscando compreender os mecanismos
celulares e moleculares envolvidos na origem da nocicepcdo (NADAL et al., 2013;
SZOLCSANYI et al., 2011; WELCH et al., 2012).

As substancias moduladoras da transmissdo dos impulsos nociceptivos para
0 cérebro sdo capazes de agir como pro-nociceptivas (ativacdo descendente) ou
antinociceptivas (inibicdo descendente), dependendo de diversos fatores, como o
tipo e a intensidade do estimulo da regido central ativada e o tipo de receptor
envolvido (GARLAND, 2012). Assim, a sensacdo dolorosa pode ser modificada
pelos sistemas endogenos inibitorios, principalmente por meio das vias
descendentes de noradrenalina, 5-HT, acetilcolina, &cido gama aminobutirico
(GABA), ON, glutamato, dopamina e outros (ALMEIDA, 2014). Estudos recentes tém
destacado a participacao das vias serotoninérgica (GIORNO et al., 2016; KUMAR et
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al., 2014; SILVA et al., 2014) e nitrérgica (CHEN et al., 2015; GEDIZ et al., 2015;
GIORNO et al., 2015) nos processos dolorosos e inflamatérios.

3.1.1.1 Sistema Serotoninérgico

A 5-HT ou 5-hidroxitriptamina € um neurotransmissor vasoativo encontrado
nas plaquetas e células enterocromafins (células enteroenddcrinas presente nos
seres humanos e roedores) e nos mastacitos (roedores) (LESCH e WAIDER, 2012).
O sistema inibitorio descendente da dor consiste em diversas conexfes anatémicas
centrais, iniciando pela substancia cinzenta periaguedutal, que por sua vez, recebe
aferéncias de nuacleos diencefalicos e do tronco encefalico. A substancia cinzenta
periaquedutal envia projecdes para o nucleo paragigantocelular e nicleo magno da
rafe (BRAZ e CASTIGLIA, 2000). Desse modo, 0s neurdnios serotoninérgicos
localizam-se nos nucleos da rafe, localizados no tronco encefalico e se organizam
ao longo da linha média emitindo projecdes ascendentes e descendentes
(MAZIERO, 2014; SILVA, 2014).

A sintese da 5-HT ocorre nos nucleos da rafe mediana mesencefalica, a partir
do aminoé&cido essencial triptofano, captado de forma ativa do plasma por
carreadores de aminoacidos neutros, conforme mostrado na (Figura 1) (LESCH e
WAIDER, 2012). Ap6s a formacao e recaptacao de 5-HT ela pode ser degradada
pela acdo da monoamina oxidase (MAO-A) mitocondrial, enzima que regula os
niveis dos neurotransmissores do sistema serotoninérgico, envolvidos no processo
modulatério da dor (NAOI; RIEDERER; MARUYAMA, 2016). Além disso, a 5-HT
pode estimular os auto-receptores proporcionando uma inibigcdo por retroalimentacao
(VINCENS; CHYUNG; TURNER, 2008; VOLPICELLI et al., 2014). Atualmente séao
conhecidos, em mamiferos, sete tipos de receptores para 5-HT (5-HT1 — 5-HT?7)
divididos de forma heterogénea em quatorze sub-tipos com funcdes e localizacdes
especificas nas areas pré e poés sinapticas (VOLPICELLI et al., 2014).
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Figura 1: Figura esquematica da neurotransmisséo serotoninérgica (Adaptado a partir de VICENS,
CHYUNG e TURNER et al., 2008, p. 188).

A administracdo de antagonistas serotoninérgicos, quando envolvidos na
nocicepcao de roedores, exercem seus efeitos através da excitacao das fibras C e
A, através da ligacao da 5-HT com os receptores serotoninérgicos (GRASSI, 2011).
Estudos tém demonstrado que o sistema serotoninérgico do bulbo espinal pode
suprimir a entrada da informacgao nociceptiva para a medula espinhal e assim inibir a
transmissdo da dor (BALIKI e APKARIAN, 2015; FRANCA, 2012). Jessel e Iversen
(1977) propuseram que os interneurénios (neurbnios de associagdo) que estao
ligados a via descendente serotoninérgica, exercem um controle pré-sinaptico
inibitério sobre as fibras aferentes primarias que contém substancia P e sdo os
responsaveis pelo estimulo doloroso. Com o bloqueio sobre os neurbnios aferentes
contendo substancia P, esta ndo seria liberada e ndo haveria o estimulo doloroso
sobre as estruturas talamicas.

Além disso, os mudltiplos tipos de receptores 5-HT desempenham funcgdes

diferentes no controle da nocicepc¢éo por meio dos mecanismos de transducéo
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intracelular (VOLPICELLI et al., 2014). As atividades dos receptores de 5-HT sédo
complexas e dependem de alguns fatores, como, sub-tipo do receptor a ser ativado,
e intensidade do estimulo doloroso (WERNER et al., 2009). Ainda, autores apontam
que a ativacdo dos receptores 5-HTia, 5-HT2 e 5-HTs modulam a transmisséo
nociceptiva na medula espinal produzindo efeito antinociceptivo em testes utilizando
modelos animais (VOLPICELLI et al., 2014; XIE et al.,2012).

Dentre os receptores envolvidos na modulagcdo nociceptiva, destaca-se o
receptor 5-HTia que esta envolvido no mecanismo molecular de antinocicepgao
central (BARDIN et al., 2003). H& evidéncias também de que a ativacdo dos
receptores 5-HT2 estaria envolvida na antinocicepcdo inflamatoria e neuropatica
induzida pela estimulacdo aversiva na superficie dorsal do mesencéfalo em ratos
(SASAKI et al.,, 2003). Além disso, também foi constatado que receptores 5-HTs
participam do processamento nociceptivo periférico, sugerindo que a resposta
nociceptiva é influenciada diretamente por ele, em especial em resposta a dor
inflamatoria, possivelmente devido a um processo de interagcdo com mediadores
inflamato6rios ou através do bloqueio direto das vias nociceptivas (CARVALHO,
2012). Evidéncias sugerem que a 5-HT, seus receptores, e suas interacdes com
outros neurotransmissores sdo essenciais para a modulagdo da nocicepcéo
(SPATH, 2002).

3.1.1.2 Sistema nitrérgico

O ON é um neurotransmissor (MITKOVSKI et al., 2012) que esta envolvido na
transmissao sinaptica, tanto a nivel central quanto periférico (GEDIZ et al., 2015). O
ON é sintetizado enzimaticamente pela Oxido nitrico sintase (ONS) a partir do
aminoacido L-arginina através de trés isoformas: a neuronal (nONS), a endotelial
(eONS) e a induzivel (iONS). As atividades das nONS e eONS sédo constitutivas e
dependem do célcio (Ca?*). Entretanto, a atividade da iONS n&o depende do influxo
de Ca? na célula e a sua expressdo é aumentada por estimulos inflamatérios
(RAPOSO et al., 2013). Dessa forma, a iIONS ndo é expressa sobre condigbes
normais, sendo induzida por citocinas e/ou endotoxinas nos macrofagos, linfocitos,
hepatdcitos, condrdcitos e neutréfilos (ROSEMBERG, 2012).

O ON ativa a enzima guanilato ciclase solavel (GCs), responsavel por
catalisar a reacdo de conversdo de guanosina-5'-trifosfato (GTP) em monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc). O acumulo de GMPc, por sua vez, ativa as proteinas

quinases dependente de GMPc, os canais ibnicos e as enzimas fosfodiesterases
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(XU et al., 2007). Este ciclo se repete e 0 ON pode entdo modular vérias funcées
fisiologicas, desencadeando assim diferentes efeitos celulares, dentre eles a
nocicepcao, conforme € mostrado esquematicamente na (Figura 2). Dessa forma,
tanto o ON quanto o GMPc estdo envolvidos no processo nociceptivo (COSTA,
2013).

Guanilato
ciclase
[ Canais i6nicos ]

GTP GMPc | —

Protema qmnase]

SUMPLES

Figura 2: Cascata de sinalizacdo ON/cGMP (Adaptado de FRIEBE e KOESLING 2003, p. 97).

O estudo realizado por Benedito (2013) evidenciou a participacdo do ON
durante a transmissdo nociceptiva prolongada, sugerindo importante papel desse
neurotransmissor na dor. Estudos tém sugerido o uso de inibidores da sintese de
ON para o tratamento de processos dolorosos ou hiperalgésicos (CURY et al., 2011,
ZAITONE e ABO-GRECHA, 2012). De fato, os inibidores da ONS e/ou da GCs
desempenham atividade antinociceptiva (GEDIZ et al., 2015; SILVA et al., 2014). Por
outro lado, quando se utiliza ativadores da cascata L-arginina/ON/GMPc, o ON age
como um agente pro-nociceptivo em sitios periféricos e supra-espinhais (RAPOSO
et al., 2013). Ainda, quando este neurotransmissor age como pré-nociceptivo, pode-
se sugerir que o ON estd em altas concentracbes e que ele pode interagir com
outras espécies reativas de oxigénio (ERO) e levar a formacdo de peroxinitritos,
estes com potente efeito citotéxico e pré-inflamatério (QUINTANS-JUNIOR et al.,
2011).



23

3.2 Inflamacéo

Um dos mecanismos mais primitivos de defesa do organismo a uma invaséo
de micro-organismos patogénicos € o processo inflamatério (RODRIGUEZ-VITA e
LAWRENCE, 2010). Desta forma, a resposta inflamatoria pode ser benéfica,
atenuando uma infeccdo em defesa do organismo, prolongando-se até o retorno da
homeostase (CHOI; CHA; JEON, 2012). Porém, quando esta resposta nao €
modulada, ocorre exacerbacao do processo inflamatério e assim a inflamacao pode
se tornar crbnica e conduzir a perda de funcdo (RADMARK et al., 2015; SHAIKH,
2011).

A inflamacéo pode ser classificada de acordo com o tempo de permanéncia
do processo no organismo em aguda e cronica (KOEBERLE et al.,, 2014). A
inflamacédo aguda é um tipo de resposta rapida a um agente toxico de modo que
ocorre um estimulo da sintese de mediadores de defesa e um direcionamento dos
mesmos ao local da lesdo. Os fatores que caracterizam esse processo Sao a
presenca de proteinas plasmaticas e a migracdo de leucdcitos, principalmente os
neutréfilos. A juncdo desses fatores promove uma vasodilatacdo, estimulada por
histamina, ON, prostaglandinas (PGE-z), prostaciclina (PGl2) que podem atuar junto
com citocinas no aumento da permeabilidade promovendo a formacdo do edema
(TALERO et al., 2012). Por outro lado, a inflamacé&o crénica pode se prolongar por
periodos mais extensos e esta associada com processos de alteracdo histologica
como a fibrose e a necrose do tecido afetado, 0 aumento de vasos sanguineos e a
participacdo de linfocitos e macréfagos (SHAIKH, 2011).

De maneira geral, as lesfes teciduais desencadeiam uma reacdo inflamatdéria
local, através do recrutamento de leucdcitos que liberam mediadores inflamatérios,
como por exemplo: cininas (bradicinina e calidina), citocinas (interleucinas e fator de
necrose tumoral), aminas (5-HT e histamina) e prostandides (prostaglandinas,
prostaciclinas e leucotrienos) (SANTOS et al., 2010). Esses mediadores enddgenos
modificam bioquimica e fisiologicamente a estrutura do local afetado pelo processo
inflamatorio e sdo capazes de estimular e sensibilizar os nociceptores provocando a
dor (RANG et al., 2012).

Como resultados da reacéo inflamatoria sdo evidenciados os sinais clinicos:
dor, calor, rubor, edema e eventualmente, perda da funcdo (BRASILEIRO FILHO,

2011), também chamados de sinais flogisticos. A primeira etapa do processo
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inflamatorio consiste em uma resposta vascular com aumento na permeabilidade da
parede dos vasos. Ha uma vasoconstricdo arteriolar promovida pela contracdo dos
musculos lisos vasculares, com aumento do fluxo sanguineo para a area danificada,
resultando em hiperemia local. Nessa fase inicial, as alteracbes no endotélio
vascular sdo facilmente detectaveis, como por exemplo, a exsudacao de proteinas
(ALESSANDRI et al., 2013).

A proxima etapa da resposta inflamatdria envolve a migracdo de leucdécitos da
corrente sanguinea para o tecido-alvo, onde exercem sua funcdo efetora. O
extravasamento de leucocitos ocorre através da acdo combinada de receptores de
adesd@o celular e fatores quimiotaticos, envolvendo alteracbes morfoldgicas nos
leucocitos e nas células endoteliais conforme mostrado na (Figura 3) (LEY et al.,
2007). Através desse recrutamento leucocitario, os neutréfilos, como por exemplo,
as células sanguineas leucocitarias polimorfonucleares (PMN) sdo ativados e
contribuem para o aparecimento de ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN),
visto que, os mesmos sao uma das principais fontes dessas ER (PETRONILHO et
al., 2015).
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ﬁ
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Figura 3: Adeséo leucdcito-endotélio (Adaptado de LEY et al., 2007, p.679).

Diante de tais fatos, o estudo dos mecanismos envolvidos no processo
inflamatorio é de fundamental importancia para se conhecer os alvos de intervencao
farmacoldgica para o desenvolvimento de farmacos com potencial anti-inflamatério.

Tais mecanismos envolvem a vasodilatacdo com formagédo de edema, a acédo dos
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leucdcitos e a liberacdo de mediadores quimicos (STABLES e GILROY, 2011). A
prevencdo do recrutamento dos leucdcitos € um dos principais objetivos para o
tratamento desses processos inflamatérios, pois a adesdo dos leucdcitos
(neutrdfilos) ao endotélio € o primeiro estado da inflamacéo. Dessa forma, o bloqueio
dessa interacao de “adesividade” entre estes a uma regido inflamada, podera inibir a
resposta inflamatoria e imunitéria formada (FIRESTEIN et al., 2013).

Nesse sentido, sédo utilizados diversos modelos experimentais para a busca
de novas drogas anti-inflamatérias. Dentre eles podem-se citar os modelos de
pleurisia ou peritonite induzidas por carragenina ou lipopolissacarideo (LPS), de
edema de orelha induzido por 6leo de créton, cinamaldeido, e xileno. O modelo de
pleurisia induzida por carragenina merece mengao por ser um modelo classico de
estudo do processo inflamatorio agudo (MIYAZAWA et al.,, 2015; IANISKI et al.,
2016). Este modelo permite avaliar a capacidade anti-inflamatéria em inibir a
migragcdo celular ap6s a administracdo de um estimulo inflamatorio no espaco
pleural (espaco entre a pleura parietal e a pleura visceral) em modelos animais
(PETRONILHO et al., 2015). Neste modelo, o volume do fluido extravasado que
acarreta em um aumento da permeabilidade vascular, o acumulo celular de
leucécitos PMN, a inflamacdo local e a producdo de mediadores quimicos que
participam do processo inflamatério podem ser analisadas quantitativamente e
gualitativamente. Essa exsudacéao produzida é considerada como uma das principais
caracteristicas na modulacdo da resposta inflamatéria aguda, juntamente com a
migracdo de leucécitos e a saida de proteinas séricas nos locais inflamados
(TALERO et al., 2012).

Considerando que no processo inflamatério a dor € um dos principais sinais,
farmacos que interferem na inflamagéo, especificamente na resolucdo da mesma
também podem ser eficazes para o alivio e tratamento da dor. Neste contexto os
anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) e os anti-inflamatorios esteroidais (AIES)
séo classes que podem cumprem esse papel (GRASSI, 2011).

3.2.1 Anti-inflamatorios esteroidas e ndo-esteroidais

Os AINES sao os medicamentos mais comumente usados para reduzir a dor
e inflamacao resultantes de diversos tipos de lesdes através da inibicdo da producéo
de mediadores da inflamacéo. Apesar de serem muito utilizados para o tratamento

de desordens inflamatorias agudas, esses farmacos convencionais nhdo possuem
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éxito em curar desordens inflamatérias cronicas. O mecanismo de acdo dos AINES
ocorre através da inibicdo ndo seletiva da enzima cicloxigenase (COX). Contudo,
também causam sérios efeitos adversos e 0s mais comuns sao irritacdo no trato
gastrintestinal, urticaria e insuficiéncia renal aguda. O uso indiscriminado e
prolongado dos AINES podem levar a outros efeitos como inibicdo da agregacao
plaquetéaria, nefrotoxicidade, dentre outros. Como exemplos de AINES tém-se:
meloxicam, nimesulida, valdecoxib, celecoxibe, acido salicilico e acido acetilsalicilico
(ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008).

Os AIES também sédo denominados de glicocorticoides ou corticéides, fazem
parte de um grupo de hormonios cujo mecanismo de acdo envolve a interagdo com
um receptor de glicocorticdide e a regulacédo da expressao de proteinas. AIES séo
considerados mediadores anti-inflamatérios enddégenos potentes pois sdo liberados
em minutos, em resposta ao estresse e a lesdo tecidual, para controlar a severidade
da resposta inflamatoria, funcionando contra reacfes inflamatérias potencialmente
exageradas produzidas pelo hospedeiro. Essa classe de agentes anti-inflamatorios
esta entre os farmacos mais usados na terapia de doencas crbénicas. Dentre 0os mais
utilizados estdo: hidrocortisona, dexametasona, prednisolona, budesonida,
fenilbutazona e beclometazona (ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008).

Enfim, em situacbes patolégicas em que a resposta inflamatéria pode se
tornar um fator de leséo, perda das fun¢des normais do organismo e até mesmo um
fator de risco de morte, surgem as inUmeras alternativas terapéuticas. Contudo, tais
alternativas mostram-se apenas paliativas, e/ou apresentam efeitos adversos que,
muitas vezes, se sobrepdem as vantagens do tratamento (GRASSI, 2011).

Conjuntamente com a dor e inflamacéo, é preconizado um importante papel

das ER na inducdo e manutencao do processo inflamatério e doloroso.

3.3 Nocicepc¢ao, Inflamacéao e estresse oxidativo

O organismo dispde de mecanismos que promovem um controle dos niveis
de ER. As substancias capazes de retardar ou inibir os efeitos prejudiciais da
oxidacao causada pelas ER sdo denominadas antioxidantes (ASOLINI, et al., 2006).
Dentre as caracteristicas esperadas de um antioxidante estdo: atacar
preferencialmente as ER, interagir com outros antioxidantes, ter uma concentragao
relevante nos fluidos e tecidos bioldgicos (VALKO et al., 2006). Além disso, um
antioxidante pode sequestrar as ERO/ERN, impedindo a continuidade das etapas na
cadeia de reacdes destas espécies. Uma vez sequestradas, as ER sdo convertidas
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a espécies menos reativas (HUANG; OU; PRIOR, 2005). Em condi¢cdes normais, 0s
antioxidantes controlam o efeito oxidativo das ERO/ERN, mantendo-as em niveis
basais. No entanto, quando ocorre um desequilibrio entre as espécies oxidantes e
antioxidantes, tém-se o estresse oxidativo (FIRESTEIN et al., 2013; PETRONILHO,
2015).

O estresse oxidativo, por sua vez, contribui para o desenvolvimento e/ou
manutencdo de diversos processos patoldgicos, dentre eles a dor e a inflamacgéo
(PETRONILHO et al., 2015). De fato, estudos tém demonstrado que no modelo de
pleurisia induzida por carragenina, apos a infiltracdo de neutréfilos, a inflamacgéo
pleural é seguida de lesdo pulmonar causada por ERO e ERN, tais como peroxido
de hidrogénio (H202), anion superoxido (O%), radical hidroxila (OH"), e peroxinitrito
(ONOO) (MIYAZAWA et al., 2015; PETRONILHO et al., 2015). Em circunstancias
patoldgicas, o excesso de producdo dessas ER contribui para o aumento de danos
no tecido inflamado (MIYAZAWA et al., 2015). Como resultado do estresse oxidativo,
ocorre a ativacao dos fatores redox de transcri¢ao, tais como o fator nuclear-kB (NF-
kB) e a proteina ativadora-1 (AP-1), os quais desempenham um papel crucial na
inducdo de citocinas inflamatorias e molécula de adesé&o intercelular (WERTZ e
DIXIT, 2010).

Neste sentido, tém-se demonstrado que substancias com potencial
antioxidante séo efetivas na dor e inflamacdo (LUCHESE et al., 2012; MIYAZAWA et
al., 2015; PETRONILHO et al., 2015; SILVA et al.,, 2015). Alguns antioxidantes
mostraram-se efetivos na reducdo da hiperalgesia, associada com o
desenvolvimento de estados de dor persistente, incluindo dor neuropética e dor
inflamatoria (GAO et al.,, 2007; YOWTAK et al., 2011). Contudo, os mecanismos
fundamentais pelos quais a reducdo de ERO/ERN promove o alivio da dor e da
inflamacé&o ainda n&o sao bem esclarecidos (SCHWARTZ et al., 2009).

3.4 Compostos quinolinicos e organicos de selénio

Compostos contendo ndcleos quinolinicos foram primeiramente descritos por
Fournet e colaboradores (1989), esses encontram-se presentes em produtos
naturais e revelam efetivas propriedades medicinais.

Os derivados quinolinicos tém recebido a atencédo dos pesquisadores devido
as suas importantes ac¢des farmacologicas, incluindo propriedades anti-inflamatoria,

antimalérica, antitumoral, anticarcinogénica, anti-hipertensiva, anti-asmatica, anti-
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histaminica e antidepressiva (BHASIN et al., 2010; MARELLA, 2012; SHTRYGOL et
al., 2012). Manera e colaboradores (2007) revelaram que derivados de quinolina
apresentam agao antinociceptiva in vivo, possivelmente devido a sua alta afinidade
por receptores canabindides. Ainda, nosso grupo de pesquisa demonstrou as acdes
antinociceptiva, anti-inflamatoria e anticonvulsivante de 7-cloroquinolina-1,2,3-triazoil
carboxamidas em camundongos (WILHELM et al., 2014), reforcando o potencial
destes compostos.

Recentemente, derivados quinolinicos demonstraram uma significativa
atividade anti-inflamatéria, em modelo de inflamacdo de pata induzida por
carragenina e atividade antinociceptiva através do teste da chapa quente (GRUPTA
e MISHRA, 2016). Além disso, outros estudos tém demonstrado relevancia
terapéutica contra a dor neuropatica e inflamacdo crénica (BARE et al., 2007,
PAYNE et al., 2010; TABAKOFF et al.,2016). Cabe destacar que esta classe de
compostos também se mostrou promissora, uma vez que, ja demonstrou nao
desencadear toxicidade hepatica, gastrica e renal em roedores (SANTOS et al.,
2015).

Paralelamente aos derivados de quinolina, destacam-se 0s compostos
organicos de selénio, os quais possuem sintese simples e atividades farmacolégicas
relevantes, como antioxidante (NOGUEIRA e ROCHA, 2011; BORTOLATTO et al.,
2012; BORTOLATTO et al., 2013; KUDVA; SHAY; PRABHU, 2015; SARAIVA et al.,
2016), neuroprotetora (ABDEL-HAFEZ, 2008), ansiolitica e antidepressiva
(SAVEGNAGO et.al., 2008). Além disso, esta classe de compostos tem despertado
interesse devido a sua baixa toxicidade (SARI et al., 2014; WILHELM et al., 2009).
Inimeros compostos organicos de selénio exercem acfes efetivas sobre a
nocicepcdo e inflamacdo em modelos experimentais (BRUNNING et al.,, 2010;
CHAGAS et al., 2014; LUCHESE et al., 2012; PAVIN et al., 2011; ROSA et al., 2015;
ROCHA et al.,, 2013; WILHELM et al., 2009). Segundo Luchese e colaboradores
(2012), o disseleneto de difenila, demonstrou capacidade redutora no processo
inflamatorio causado por pleurisia induzida por carragenina em camundongos.

Diante deste contexto, quinolinas substituidas com grupamento organoselénio
parecem ser importantes alvos de estudo e podem representar uma importante

estratégia terapéutica para a dor e inflamacéo.
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3.4.1 7-cloro-4-(fenilseleno)quinolina (4-PSQ)

Nosso grupo de pesquisa tem buscado elucidar as propriedades
farmacolégicas do 4-PSQ (Figura 4). Savegnago e colaboradores (2013)
demonstraram que este composto inibe a peroxidacéo lipidica e possui capacidade
redutora do ion férrico, mostrando-se como um potente antioxidante. Recentemente
foi evidenciado um importante potencial farmacolégico do 4-PSQ em modelos de
nocicepcao e inflamagédo em camundongos (PINZ et al., 2016).

A atividade antinociceptiva do 4-PSQ foi demonstrada através de diversos
testes comportamentais de nocicepcao (teste de contor¢bes abdominais induzidas
por acido acético, placa quente e formalina) em camundongos. Além disso, a acao
antinociceptiva deste derivado quinolinico mostrou-se rapida e duradoura (PINZ et
al., 2016). Nossos resultados sugerem que o0 4-PSQ possui acdo tanto a nivel
central quanto periférico. De maneira importante, os efeitos observados nos animais
tratados com o 4-PSQ foram similares aos observados apés o tratamento com o
meloxicam, um farmaco de referéncia (PINZ et al., 2016).

O 4-PSQ também revelou um importante potencial anti-inflamatério em
camundongos. Esta acdo foi observada através da reducdo de edema de pata e
orelha induzidos por formalina e 6leo de créton, respectivamente. Além disso, a
resposta nociceptiva na fase inflamatoéria do teste da formalina foi reduzida em 99,9
% nos animais tratados com o 4-PSQ (PINZ et al., 2016). Assim, o conjunto de
resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, revela o potencial farmacoldgico
deste derivado quinolinico contendo selénio para o tratamento de patologias
dolorosas e associadas a inflamacéo.

A acado anti-infamatéria do 4-PSQ parece ser mediada pela reducdo da
infiltracdo de neutréfilos bem como pela sua atividade antioxidante, uma vez que o
4PSQ reduziu a atividade da mieloperoxidase e os niveis de ER induzidas pela
aplicacéo topica de 6leo de croton. Além disso, o tratamento com o 4-PSQ né&o
causou toxicidade hepética e renal (PINZ et al., 2016).

Diante destes promissores resultados, torna-se de grande importancia a
avaliacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na acdo antinociceptiva aguda do
4-PSQ bem como a investigacdo de seu potencial farmacoldégico em modelos

inflamatorios.
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Figura 4: Estrutura quimica do 4-PSQ.
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4 Manuscrito cientifico

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao
e Referéncias do artigo, encontram-se estruturados de acordo com as normas do
periodico Pharmacology Biochemistry and Behavior. O presente manuscrito

encontra-se submetido a esta revista cientifica.



32

Contribuition of serotonergic and nitrergic systems in the acute
antinociceptive action and anti-inflamatory effect in a model of pleurisy of 4-

phenylselenyl-7-chloroquinoline in mice

Vanessa D. G. Silva?, Angélica S. Reis?, Mikaela Pinz?, Luis Fernando B. Duarte®,

Juliano A. Roehrs®, Diego Alves®, Cristiane Luchese @, Ethel A.Wilhelm?*

aPrograma de Pd4s-graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao, Grupo de Pesquisa
em Neurobiotecnologia - GPN, CCQFA - Universidade Federal de Pelotas, UFPel -
P.O. Box 354 - 96010-900, Pelotas, RS, Brasil.

bPrograma de Pés-graduacdo em Quimica, Laboratério de Sintese Organica Limpa
- LASOL - CCQFA - Universidade Federal de Pelotas, UFPel - P.O. Box 354 -

96010-900, Pelotas, RS, Brasil.

Correspondence should be sent to:

Ethel Antunes Wilhelm

Programa de Pos-graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao (PPGBIo), Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), Campus Capao do Leéo, Pelotas, CEP 96010-900, RS, Brasil

E-mail: ethelwilhelm@yahoo.com.br / Phone: 55-53-32757356

Cristiane Luchese

Programa de Pés-graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccéo (PPGBIo), Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), Campus Capéao do Leéo, Pelotas, CEP 96010-900, RS, Brasil

E-mail; cristiane luchese@yahoo.com.br / Phone: 55-53-32757233



mailto:ethelwilhelm@yahoo.com.br
mailto:cristiane_luchese@yahoo.com.br

33

Abstract

A new quinoline containing selenium, 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ),
was described and synthetized by our research group. Recently, we demonstrated
the potential antinociceptive and anti-inflammatory of 4-PSQ. For this reason, the first
objective of this study was extending our previous findings by investigating the
contribution of  serotonergic and  nitrergic  systems in the acute
antinociceptive action of this compound in Swiss mice. The pretreatment with
WAY100635 (0.7 mg/kg, intraperitoneally (i.p.), a selective antagonist of 5-HTia
receptor), ketanserin (0.3 mg/kg, i.p., a selective antagonist of 5-HT2a receptor) and
pindolol (1 mg/kg, i.p., a nonselective antagonist of 5-HTia1s receptors) partially
blocked the antinociceptive effect caused by 4-PSQ (25 mg/kg, per oral, p.o.) in the
acetic acid-induced abdominal writhing test. Nitric oxide precursor, - arginine
hydrochloryde  (L.-arginine, 600 mg/kg, i.p.), partially reversed
antinociception caused by 4-PSQ or w-nitro-L-arginine (.-NOARG, 75 mg/kg, i.p.).
Furthermore, treatments did not modify locomotor and exploratory activities of mice.
Additionally, acute anti-inflammatory effect of 4- PSQ in a model of pleurisy induced
by carragenan in mice was investigated. 4-PSQ reduced the cellular migration,
pleural exudate accumulation and myeloperoxidase activity induced by carragenan
exposure. Additionally, 4-PSQ protected against the increase in reactive species
levels and reduction of nonprotein thiols levels induced by carragenan. Data
presented here showed that the modulation of serotonergic and nitrergic systems
contributed to the antinociceptive effect of 4-PSQ and it reinforced has therapeutical

potential for acute inflammation.

Keywords: nociception; inflammation; mechanisms; nitric oxide; serotonin; selenium.
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1. Introduction

Quinoline compounds have attracted great attention due important biological
proprieties in the field of drug development (Bhasin, 2010; Chung et al., 2015;
Manera et al., 2015; Mantovani et al., 2014; Marella et al., 2013; Parameswaran et
al., 2013; Shtrygol' Siu et al., 2012). In this sense, our research group has shown the
synthesis and pharmacological properties of new quinoline derivates (Pinz et al.,
2016; Savegnago et al., 2013; Saraiva et al, 2015; Wilhelm et al., 2014). Recently,
we demonstrated antinociceptive and anti-inflammatory potential of 4-phenylselenyl-
7-chloroquinoline (4-PSQ) and its pharmacological actions were correlated to
antioxidant property (Pinz et al., 2016).

In view of our continued interest in the pharmacology of this compound, it is
important to highlight some advantages of 4-PSQ that justify the objective in
extending our knowledge of the anti-inflammatory and antinociceptive potential of this
quinolinic compound. The use of compounds with a potential antioxidant effect has
received attention from researchers and they are promising therapies by acting as a
“‘multi-target” drug, which is important in the treatment of associated pathologies
(Chen and Decker, 2013; Duvvuri et al., 2015; Marseglia et al., 2015; Thanan et al.,
2015). In this context, 4-PSQ antioxidant activity is an important advantage.
Therefore, it should be noted that 4-PSQ did not cause renal and hepatic impairment
(Pinz et al., 2016) while non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and steroidal
anti-inflammatory drugs (SAIDs) used clinically to treat pain and inflammation cause
these adverse effects (Burukoglu et. al., 2014, Kumar and Jain, 2014). Additionally,
4-PSQ presented antinociceptive and anti-inflammatory actions at low doses (0.1 -
25 mg/kg, p.o.) reinforcing its pharmacological potential (Pinz et al., 2016). Moreover,

it is an organoselenium compound synthesized in high yields and under simple
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reaction conditions (Savegnago et al.,, 2013). Importantly, organoselenium
compounds have received the attention of researchers because their broad
pharmacological potential (Nogueira et al., 2003; Nogueira and Rocha, 2011).
Finally, results of Pinz et al. (2016) were consistent with the fact that meloxicam (25
mg/kg, p.o.), a reference drug, presented similar results to 4-PSQ (25 mg/kg, p.o.) in
experimental models of nociception and inflammation.

Considering this background regarding the potential of 4-PSQ, the knowledge
of their pharmacological properties and the mechanisms involved in these actions
should be extend. In this sense, the objectives of this study were: (a) to evaluate the
contribution of serotonergic and nitrergic systems in the antinociceptive effect elicited
by 4-PSQ); and (b) to investigate the anti-inflammatory action of 4-PSQ in a model of

pleurisy induced by carragenan (acute inflammation).

2. Materials and methods

2.1. Animals

Male adult Swiss mice (25—-35 g) were obtained from of Federal University of
Pelotas, Brazil (UFPel) and kept at controlled room temperature (22 + 2°C) with free
access to food and water, under a 12 h light/dark cycle (with lights on at 6:00 a.m.).
Mice were used according to the guidelines of the Committee on Care and Use of
Experimental Animal Resources of the same University (CEEA 8997). The number of
animals and intensities of noxious stimuli used were the minimum necessary to

demonstrate the consistent effects of drug treatments.
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2.2. Drugs and reagents

Carrageenan, Evans blue dye, WAY100635, ketanserin, pindolol, -
arginine hydrochloryde (L-arginine) e w-nitro-L-arginine (.-NOARG), were
purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Dexamethasone (used as reference
drug) and Tween 80 were obtained commercially. 4-PSQ (Figure 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 gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). Ketanserin and WAY 100635 were
dissolved in isotonic saline solution, pindolol was dissolved in Tween 80 (10 %),

and 4-PSQ was dissolved in canola oll.

2.3 In vivo experiments

2.3.1 Evaluation of the involvement of serotonergic and nitrergic systems in the
antinociceptive effect of 4-PSQ

In order to investigate the participation of the serotonergic and nitrergic
systems in the antinociceptive action of 4-PSQ, the acetic acid-induced abdominal
writhing test was used. The abdominal constrictions were induced by an
intraperitoneal injection (i.p.) of 450 upl of acetic acid (1.6 %) according to the
procedures described previously (Cérrea and Calixto, 1993; Nogueira et al., 2003).
After the acetic acid injection, mice were individually placed in separate boxes, and

the abdominal constrictions were counted cumulatively over a period of 20 min.
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2.3.1.1 Involvement of serotonergic system

The possible contribution of the serotonergic system in the antinociceptive
action of 4-PSQ was investigated using WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p., a selective
antagonist of 5-HT1a receptor), ketanserin (0.3 mg/kg, i.p., a selective antagonist of
5-HT2a receptor) and pindolol (1 mg/kg, i.p., a nonselective antagonist of 5-HT1a/18
receptors). Fifteen minutes after the antagonists or vehicle administration (10 ml/kg
of body weight, i.p.), animals received 4-PSQ (25 mg/kg, per oral, p.o.) and after 30
min, the acetic acid injection. The pre-treatment times, doses and route of
administration were selected in accordance with previous study (Jesse et al., 2009;

Pinz et al., 2016).

2.3.1.2 Involvement of L-arginine-nitric oxide (NO) pathway

In order to investigate the role played by cr-arginine-NO pathway in the
antinociception caused by 4-PSQ, mice were pretreated with -arginine, a NO
precursor (600 mg/kg, i.p.), or vehicle (10 ml/kg of body weight, i.p.), and 20 min later
they received 4-PSQ (25 mg/kg, p.o.), .-NOARG (75 mg/kg, i.p., an inhibitor of NO
synthase) or respective vehicle (10 ml/kg of body weight). After 30 min, mice
received acetic acid injection. The pre-treatment times, doses and route of
administration were selected in accordance with previous study (Sari et al., 2014;

Pinz et al., 2016).

2.3.2 Open-field task
Spontaneous locomotor (number of segments crossed with the four paws) and
exploratory (number of times reared on the hind limbs) activities were assessed

using the open-field test (Walsh and Cummins, 1976). The open-field was made of
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plywood with 30 cm in height, 45 cm in length and 45 cm in width. The apparatus
floor was divided by masking tape into 9 squares (3 rows of 3). Mice were pretreated
in according itens 2.3.1.1 and 2.3.1.2. Thirty minutes after the treatments, each
animal was placed individually in the center of the apparatus to counting crossings

and rearings, in a 5 min session.

2.4 Ex vivo experiments

2.4.1 Carrageenan-induced pleurisy in mice

Mice were divided into six groups of 6 animals each: Group 1 (control): canola
oil + saline; Group 2 (4-PSQ): 4-PSQ + saline; Group 3 (Dx): dexamethasone +
saline; Group 4 (Cg): canola oil + carrageenan; Group 5 (4-PSQ + Cg): 4-PSQ +
carrageenan; Group 6 (Dx + Cg): dexamethasone + carrageenan.

Animals received 4-PSQ (25 mg/kg, p.o.) or canola oil (10 ml/kg of body
weight, p.o.) or dexamethasone (25 mg/kg, p.o.), 30 min before pleurisy induction.

Pleurisy was induced by a single intrapleural (i.pl.) injection of 0.1 ml of
carrageenan (1 %, dissolved in NaCl 0.9 %) into the right pleural cavity of the
animals, as previously described (Henrigues et al., 1992). Four hours after
carrageenan or saline injection, animals were killed, the thorax was opened and the
pleural cavity was washed with 1.0 ml of phosphate buffered saline (PBS) [NaCl (130
mmol), NazHPO4 (5 mmol), KH2PO4 (1 mmol) and distilled water (1,000 ml)
containing heparin (20 IU/ml), pH 7.6].

Pleural fluid samples were collected for further determinations of total
leukocytes, myeloperoxidase (MPO) activity, reactive species (RS) and nonprotein

thiols (NPSH) levels and Evans blue assay.
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2.4.1.1 Total leukocytes count
Total leukocytes count was performed in a Neubauer chamber by means of an
optical microscope after diluting sample of the collected fluid from the pleural space

with Turk solution (1:20). Results were expressed as total leukocytes (x 108/cavity).

2.4.1.2 MPO activity

MPO activity was determined according to the method of Suzuki et al. (1983),
with some modifications. Briefly, the pleural fluid samples were subjected to
ultrasonic bath and then frozen and thawed three times. The volume 100 pl was
colleted in this fluid and added in 860 pl potassium acetate buffer (pH 7.4) and then
stirred. This mixture was kept on ice to add to the further reading bucket 20 pl
tetramethylbenzidine (TMB) and 20 pl hydrogen peroxide. The absorbance was
monitored at a wavelength of 655 nm. Results were expressed as optic density

(OD)/minute.

2.4.1.3 NPSH levels

The concentration of NPSH levels in the pleural exudates was estimated
according to the method previously described (Sedlak and Lindsay, 1968) with some
modifications (Silva et al, 2014). Aliquots (600 pl) of the pleural exudates were
centrifuged at 1500 x g for 15 min at 4°C. Next, 400 pl of each supernatant was
mixed with 800 pl of Tris buffer (0.4 M, pH 8.9) and 20 pl of 0.01 M 5,5-dithio-bis-(2-
nitrobenzoic acid). Subsequently, the samples were stirred for 3 min and read on a
spectrophotometer at 412 nm. NPSH levels were expressed as pmol of NPSH/ml of

pleural exudate.
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2.4.1.4 RS levels

The levels of RS production in the pleural fluid were determined in an assay in
which samples were incubated with10 pl of dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA,
1 mM). The oxidation of DCHF-DA to fluorescent dichlorofluorescein (DCF) is
measured for the detection of intracellular RS. The DCHF-DA is a nonfluorescent
compound, which easily crosses cell membranes and, in the presence of RS is
rapidly oxidized to its highly fluorescent derivative DCF (Loetchutinat et al., 2005).
The DCF fluorescence intensity emission was recorded at 520 nm (with 480 nm
excitation) 30 min after the addition of DCHF-DA to the medium. Results were

expressed as units of fluorescence.

2.4.1.5 Pleural exudates (Evans blue assay)

For this experiment, another set of animals was used for all groups.
Measurements of the amount of dye Evans blue extravasation were used to evaluate
the degree of pleural exudate. The experimental groups were the same in the above
Section 2.4.1. One hour before the induction of pleurisy, animals received an Evans
blue dye solution (25 mg/kg, 0.2 ml, intravenous, i.v.) (Saleh et al., 1999). After
pretreatment time, carragenan (0.1 ml, 1 %) or saline (0.1 ml, 0.9 % NaCl) was
injected into the right pleural cavity. The animals were killed 4 h after the carragenan
or saline injection. The thorax was opened, the pleural cavity was washed with 1 ml
of saline (NaCl 0.9 %) plus heparin (20 IU/ml), and the pleural fluid was collected and
centrifuged at 900 x g for 5 min. The sample of pleural fluid (1 ml) was used to
determine the concentration of Evans blue dye at 600 nm by interpolation from a

standard curve constructed for Evans blue (0.5-25 mg/ml).
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2.5. Statistical analysis

Data are expressed as the mean (s) + standard error of the means (SEM).
Statistical analysis of differences between groups was performed using a two-way
ANOVA followed by the Newman Keuls test, when appropriated, using Graphpad

Prism® 5. Values of P < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Evaluation of the involvement of serotonergic and nitrergic systems in the

antinociceptive effect of 4-PSQ

3.1.1 Involvement of serotonergic system

The two-way ANOVA revealed significant 4-PSQ x WAY100635 [F (1,28) =
14.72, P < 0.001], 4-PSQ x ketanserin [F @.28) = 7.78, P < 0.01] and 4-PSQ x
pindolol [F (1,28 = 30.93, P < 0.0001] interactions.

The antinociceptive effect exerced by 4-PSQ in the acetic acid test was altered
by the pretreatment of mice with different serotonergic antagonists. Pretreatment of
animals with WAY100635 (P < 0.001) (Fig. 2), ketanserin (P < 0.01) (Fig. 3) and
pindolol (P < 0.0001) (Fig. 4), partially reversed antinociception caused by 4-PSQ in

the acetic acid-induced abdominal writhing test.

3.1.2 Involvement of L-arginine-NO pathway

The two-way ANOVA of involvement of NO pathway demonstrated significant
4-PSQ x L-arginine [F 1,28y = 132.5, P < 0.0001] and .-NOARG x r-arginine [F (1,28) =
88.93, P < 0.0001] interactions.

Treatment with r-arginine (P < 0.0001) partially reversed antinociception

caused by .-NOARG (P < 0.0001). The systemic pre-administration of L-arginine (P <
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0.0001) was effective in partially blocking the antinociceptive effect of 4-PSQ (P <

0.0001) in the acetic acid-induced abdominal writhing test (Fig. 5).

3.1.3. Open-field test
No alteration in the number of crossings and rearings was observed after the

different treatments of mice (P > 0.05) (data not shown).

3.1.4. Carrageenan-induced pleurisy in mice
3.1.4.1. Total leukocytes count

The two-way ANOVA of total leukocytes count yielded significant carrageenan
X 4-PSQ [F @200 = 35.93; P < 0.0001) and carrageenan x dexamethasone [F (1,20) =
71.31; P < 0.0001) interactions. Post-hoc comparisons demonstrated that
carrageenan increased total leukocytes count in the pleural cavity (3.9 times higher
than control group) (P < 0.0001). 4-PSQ (P < 0.0001) and dexamethasone (a positive
control) (P < 0.0001) treatments protected against the increase in the total leukocyte
count induced by carrageenan (Fig. 6). Dexamethasone presented higher reduction
in the total leukocytes count than 4-PSQ (P < 0.05). Mice treated with 4-PSQ or
dexamethasone alone did not change the total leukocytes count in the pleural cavity

(data not shown).

3.1.4.2. MPO activity

The two-way ANOVA of MPO activity revealed significant carrageenan x 4-
PSQ [F @20 = 14.24; P < 0.01] and carrageenan x dexamethasone [F (1,20) = 14.57,
P < 0.01] interactions. Post-hoc comparisons revealed that carrageenan increased

MPO activity in the pleural cavity (about 238 %) (P < 0.0001). 4-PSQ (P < 0.01) and
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dexamethasone (a positive control) (P < 0.01) treatments protected against the
increase on MPO activity caused by carrageenan in the pleural cavity (Fig 7). 4-PSQ
effect was similar to dexamethasone (P > 0.05). Mice treated with 4-PSQ or
dexamethasone alone did not change the MPO activity in the pleural fluid (data not

shown).

3.1.4.3. NPSH levels

Data of NPSH levels showed significant carrageenan x 4-PSQ [F (1,20) = 9.129;
P < 0.01] and carrageenan x dexamethasone [F @20 = 51.23; P < 0.0001]
interactions. Post-hoc comparisons revealed that carrageenan reduced NPSH levels
in the pleural cavity (about 60 %) (P < 0.05). 4-PSQ (P < 0.05) and dexamethasone
(a positive control) (P < 0.0001) treatments protected against the reduction in the
NPSH levels caused by carrageenan in the pleural cavity (Fig. 8). Levels of
dexamethasone were higher that 4-PSQ (P < 0.05). Mice treated with 4-PSQ or
dexamethasone alone did not change the NPSH levels in the pleural fluid (data not

shown).

3.1.4.4. RS levels

The two-way ANOVA of RS levels demonstrated carrageenan x 4-PSQ [F (1,20)
= 27.54; P < 0.0001] and carrageenan x dexamethasone [F 1,20 = 11.77; P < 0.01]
interactions. Post-hoc comparisons showed that carrageenan increased RS levels in
the pleural fluid (206 %) (P < 0.0001). 4-PSQ (P < 0.0001) and dexamethasone (a
positive control) (P < 0.001) were partially effective against the increase in RS levels
induced by carrageenan in the mouse model of pleurisy (Fig. 9). 4-PSQ was more

effective in reducing the RS levels than dexamethasone (P < 0.05). Treatment of
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mice with 4-PSQ or dexamethasone alone did not change RS levels in the pleural

fluid (data not shown).

3.1.4.5 Pleural exudate

The two-way ANOVA of Evans blue dye showed significant carrageenan x 4-
PSQ [F @20 = 84.65; P < 0.0001] and carrageenan x dexamethasone [F (1,20) =
75.63; P < 0.0001] interactions. Post-hoc comparisons demonstrated that
carrageenan increased Evans blue dye concentration in the pleural cavity (2 times
higher than control group) (P < 0.0001). 4-PSQ (P < 0.0001) and dexamethasone (a
positive control) (P < 0.0001) treatments partially protected against the increase of
Evans blue dye concentration caused by carrageenan in the pleural cavity (Fig. 10).
4-PSQ effect was similar to dexamethasone (P > 0.05). Treatment of mice with 4-
PSQ or dexamethasone alone did not change the exudation in the pleural cavity

(data not shown).

4. Discussion

In the present study, we extended previous data in the literature (Pinz et al.,
2016) by demonstrating that the antinociceptive effect of the 4-PSQ may be
associated, at least in part, with its ability to directly or indirectly modulate the
serotonergic and nitrergic systems. Additionally, we have also demonstrated that 4-
PSQ elicits anti-inflammatory activity in the pleurisy model in mice.

At the outset, we attempted to characterize the mechanisms involved in the
antinociception of 4-PSQ through the pretreatment of animals with several drugs
capable of interfering in different systems involved in the nociceptive transmission

process (Chen et al., 2015; Gediz et al., 2015; Oliveira et al., 2009, Xie et al., 2012).
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The induction of nociception behaviors in animals relies upon a stimulus applied to a
nociceptive neuron and the activation of a nociceptive pathway. Several drugs induce
antinociception by interfering with the neuronal pathways involved in the receipt and
transmission of the nociceptive information from the periphery to higher centers in the
central nervous system (Zasso et al., 2005).

In agreement with the results obtained in the writhing test, WAY100635,
ketanserin and pindolol, blocked the activity of 4-PSQ, suggesting that 5-HTia, 5-
HT2a and 5-HTians receptors would be involved, at least in part, in the
antinociception caused by studied compound. Indeed, serotonergic system is one of
the well-known non-opioid mediators for analgesia (Kim et al., 2013). According Zhao
and collaborators (2014), the bulb spinal serotonin system may suppress incoming
noxious input to the spinal cord and inhibit pain transmission. Moreover, the multiple
5-HT receptor types are related with different roles in the control of nociception,
reflecting their patterns of coupling to intracellular transduction mechanisms (Bardin
et al., 2000; Lee et al., 2014). Our findings are in accordance with studies showing
that other organoselenium compounds have potent antinociceptive activities by
modulating serotonergic system (Briining et al. 2014; Jesse et al., 2009; Luchese et
al., 2010; Zasso et al., 2005).

In the same way, the involvement of nitrergic system on antinociceptive effect
of 4-PSQ was investigated. It is well accepted that L-arginine/NO-cGMP pathway is
involved in the modulation of pain perception (Feng et al., 2012). Additionally, it is
established that an increase in the production of NO will lead to an augmentation in
the synthesis or release of pro-inflammatory mediators, promoting inflammatory
reactions and nociceptive sensations (Bruzziches et al., 2013). There is evidence

that the activation of NO synthase (NOS) with a consequent production of NO plays
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an important role in the central and peripheral modulation of nociception (Chen et al.,
2015). A closer inspection of results revealed that L-arginine was effective in partially
blocking the antinociceptive effect of 4-PSQ in the acetic acid-induced abdominal
writhing test, suggesting that the modulation of nitrergic system also contribute to
antinociceptive effect of 4-PSQ.

Recently, we showed the 4-PSQ anti-inflammatory effect on ear inflammation
model induced by croton oil (Pinz et al., 2016). In this sense, in order to extend our
knowledge about anti-inflammatory potential of 4-PSQ, in a model of pleurisy induced
by carrageenan was employed. Here, treatment of mice with 4-PSQ decreased the
acute inflammation parameters induced of carrageenan such as total leukocytes
count, pleural exudates (Evans blue assay) and MPO activity. Indeed, most of the
results were similar to dexamethasone, a reference drug, making consistent and
relevant this study. Indeed, acute inflammatory reaction induced by injection of
carrageenan is characterized by marked accumulation of pleural exudates and
intense activation, adhesion and migration of leukocytes in the pleural cavity (Miller
et al., 2016) and physiological and biochemical changes occur over a short time
course (Gediz et al, 2015). The increase in the vascular permeability is
characterized by exudation and it is considered as a major feature of acute
inflammation in the inflammatory sites (Paul et al., 2009). Evidences indicates that
MPO activity is an indirect marker of active neutrophils (represent 65% of leukocytes)
and results in the exudation and migration of monomorphonuclear cells (Guo and
Ward, 2007; Petronilho et al., 2015).

Pleurisy has been linked to neutrophils infiltration and production of their
derived free radicals, as well as the local release of other mediators (Kroegel and

Antony, 1997). In this sense, all these events culminate in an oxidative imbalance



47

due to the higher free radicals production and the antioxidant depletion associated
with an intense inflammatory process (Talero et al., 2012). Here, we found that 4-
PSQ treatment was effective in preventing the alterations on NPSH and RS levels
induced by carragenan. Thus, these results are consistent with our previous findings
that 4-PSQ antioxidant property contributs to its anti-inflammatory effect (Pinz et al.,

2016).

5. Conclusion

In summary, the present study showed that the modulation of serotonergic and
nitrergic systems contributed to the antinociceptive effect of 4-PSQ. Data presented
here also provided more evidence for the reinforce of anti-inflammatory effect of 4-
PSQ in mice. These data suggest that 4-PSQ has therapeutical potential for acute
inflammation treatment, revealing the promising potential of quinolinic derivative as

an alternative in the development of future new therapeutic strategies.
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Legend of figures

Fig. 1 — Chemical structure of 4-PSQ.

Fig. 2 — WAY100635 effect (0.7 mg/kg, i.p.) on antinociceptive action of 4-
phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.0.) on the writhing behavior
induced by acetic acid in mice. Each column represents the mean £ S.E.M. of 8 mice
in each group. (**) P < 0.01 and (***) P < 0.001 denotes significance levels when
compared to the control group, (#) P < 0.001 denotes significance levels when

compared to 4-PSQ group (Two-way ANOVA followed by the Newman— Keuls' test).

Fig. 3 — Ketanserin effect (0.3 mg/kg, i.p.) on antinociceptive action of 4-
phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) on the writhing behavior
induced by acetic acid in mice. Each column represents the mean = S.E.M. of 8 mice
in each group. (***) P < 0.001 denotes significance levels when compared to the
control group and (#) P < 0.01 denotes significance levels when compared to 4-PSQ

group (Two-way ANOVA followed by the Newman— Keuls' test).

Fig. 4 — Pindolol effect (1 mg/kg, i.p.) on antinociceptive action of 4-phenylselenyl-7-
chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) on the writhing behavior induced by acetic
acid in mice. Each column represents the mean + S.E.M. of 8 mice in each group.
(****) P < 0.0001 denotes significance levels when compared to the control group and
(#) P < 0.0001 denotes significance levels when compared to 4-PSQ group (Two-way

ANOVA followed by the Newman-— Keuls' test).
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Fig. 5 — r-arginine effect (600 mg/kg, i.p.) on the antinociceptive action of 4-
phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) and .-NOARG (75 mg/kg,
I.p.) on the writhing behavior induced by acetic acid in mice. Each column represents
the mean = S.E.M. of 8 mice in each group. (*) P < 0.05 and (***) P < 0.0001
denotes significance levels when compared to control group and (#) P < 0.0001
denotes significance levels when compared to 4-PSQ or .-NOARG group (Two-way

ANOVA followed by the Newman— Keuls' test).

Fig. 6 — Effect 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) or
dexamethasone (Dx) (25 mg/kg, p.o.) on total leukocytes in the pleural cavity in
carrageenan-induced pleurisy in mice. Each column represents the mean + S.E.M. of
6 mice in each group. (**) P < 0.01 and (****) P < 0.0001 denotes significance levels
when compared to the control group, (####) P < 0.0001 denotes significance levels
when compared to the carrageenan (Cg) group and (a) P < 0.05 when compared to

the 4-PSQ + Cg group.

Fig. 7 — Effects of 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) or
dexamethasone (Dx) (25 mg/kg, p.0.) on MPO activity in the pleural cavity in
carrageenan-induced pleurisy in mice. Each column represents the mean + S.E.M. of
6 mice in each group. (*) P < 0.05, (**) P < 0.01 and (****) P < 0.0001 denotes
significance levels when compared to the control group, (##) P < 0.01 and (####) P <

0.0001 denotes significance levels when compared to the carrageenan (Cg) group.
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Fig. 8 — Effects of 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) or
dexamethasone (Dx) (25 mg/kg, p.0o.) on NPSH levels in the pleural cavity in
carrageenan-induced pleurisy in mice. Each column represents the mean + S.E.M. of
6 mice in each group. (*) P < 0.05 denotes significance levels when compared to the
control group, (#) P < 0.05 and (####) P < 0.0001 denotes significance levels when
compared to the carrageenan (Cg) group and (a) P < 0.05 denotes significance

levels when compared to 4-PSQ + Cg group.

Fig. 9 — Effects of 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) or
dexamethasone (Dx) (25 mg/kg, p.0.) on RS levels in the pleural cavity in
carrageenan-induced pleurisy in mice. Each column represents the mean + S.E.M. of
6 mice in each group. (***) P < 0.001 and (****) P < 0.0001 denotes significance
levels when compared to the control group. (##) P < 0.01 and (####) P < 0.0001
denotes significance levels when compared to the carrageenan (Cg) group and (a) P

< 0.05 when compared to 4-PSQ + Cg group.

Fig. 10 — Effects of 4-phenylselenyl-7-chloroquinoline (4-PSQ) (25 mg/kg, p.o.) or
dexamethasone (Dx) (25 mg/kg, p.o.) on exudation (Evans blue dye) in the pleural
cavity in carrageenan-induced pleurisy in mice. Each column represents the mean =
S.E.M. of 6 mice in each group. (****) P < 0.0001 denotes significance levels when
compared to the control group, (####) P < 0.0001 denotes significance levels when

compared to the carrageenan (Cg) group.
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5 Conclusoes

Baseado nos resultados obtidos pode-se sugerir que:

e Os sistemas serotoninérgico e nitrérgico contribuem para a acao
antinociceptiva do 4-PSQ.

e O 4-PSQ possui acao anti-inflamatoria aguda no modelo de pleurisia, uma
vez que este foi capaz de reduzir parametros inflamatérios induzidos pela
carragenina (conteudo total de leucocitos, exsudato pleural, atividade da
mieloperoxidase).

e A acdao antioxidante do 4-PSQ contribui para a sua acdo anti-inflamatoria.

e O 4-PSQ possui uma acado anti-inflamatoria relevante, uma vez que seus
efeitos foram similares aos apresentados pela dexametasona (uma droga de

referéncia) no modelo de pleurisia induzida pela carragenina.
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Perspectivas

Considerando os resultados obtidos e o interesse do nosso grupo pesquisa na
farmacologia do 4-PSQ, pretende-se ampliar o conhecimento a respeito dos
mecanismos envolvidos na acao antinociceptiva e anti-inflamatéria deste composto.
Além disso, nosso grupo de pesquisa buscara verificar se 0 4-PSQ apresenta efeito
antinociceptivo em modelos de dor cronica. Paralelamente, sera investigada a
possivel toxicidade apoOs exposicdo cronica ao 4-PSQ e se este derivado de

quinolina induz dependéncia e/ou tolerancia em animais.
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ANEXO



Anexo A - Aprovacdo do comité de ética em experimentacdo animal

! UFPel

Lorrissén de Slica era Benmeniacho ok

Pelotas, 28 de novembro de 2014

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo 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: “Avaliacio dos mecanismos envolvidos
nas acdes antinociceptiva e anti-inflamatéria do 7-cloro-4-(fenilseleno)quinolina
em camundongos”, processo n°23110.008997/2014-16, sendo de parecer
FAVORAVEL a sua execugdo, considerando ser o assunto pertinente e a metodologia
compativel com os principios éticos em experimentagdo animal e com os objetivos
propostos.

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto “ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n®° CEEA 8997).

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

Atenciogamente,

/ 7
’ .3

(j 4 Z{v\ 7‘\9‘7 ovle oo <
Prof. Dr. Evertont Fagonde da Silva
Presidente da CEEA

Cienteem: (06 /A2 /2014

Assinatura do(a) Professor(a) Responsavel:



