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RESUMO

LEDEBUHR, Kauane Nayara Bahr. Efeito antinociceptivo da benzamida
N-3- (fenilselenil)prop-2-in-1-ilica em camundongos: envolvimento do
sistema serotoninérgico. 2022. 119 f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica
e Bioprospecgdo) - Programa de Pés-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A dor € uma condigdo meédica presente em diversas patologias como
um efeito secundario e incapacitante, além de ser categorizado como um
fendbmeno multidimensional e multifatorial, que envolve diferentes sistemas de
neurotransmissores, incluindo o serotoninérgico. Por este motivo, é necessario
obter compostos analgésicos que possuam maior eficacia e menos efeitos
adversos. Levando em consideragdo as propriedades farmacoldgicas
demonstradas pelo selénio e pelo nucleo benzamida, ambos componentes
foram incorporados  a uma nova molécula: a benzamida
N-3-(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB). Sendo assim, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito antinociceptivo deste composto em modelos
de dor em camundongos e sua interagcdo com receptores serotoninérgicos.
Foram utilizados camundongos Swiss adultos, machos, pesando entre 25 e 30
g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas.
Inicialmente foi realizada uma curva de tempo-resposta no teste da imersao da
cauda e posteriormente uma curva de dose-resposta nos testes de imersao da
cauda, chapa quente e glutamato. Em todos os testes realizados, foi avaliado o
tempo para a resposta de nocicep¢ao do animal. Para a curva de
tempo-resposta, os animais receberam 10 mg/kg da SePB, diluida em déleo de
canola, por via intragastrica, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora ou 2 horas antes
da realizacao do teste de imersdo da cauda. Nas curvas de dose- resposta,
foram utilizadas as doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 50 mg/kg do composto
diluido em o6leo de canola, administradas aos animais por via intragastrica 30
min antes dos testes nociceptivos. Na curva de tempo-resposta, a SePB
aumentou a laténcia para a resposta nociceptiva no teste de imersédo da cauda
a partir de 30 minutos, o qual foi escolhido para posteriores testes. Na curva de
dose-resposta, realizada no teste de imersao da cauda, a SePB aumentou a
laténcia para a resposta nociceptiva em todas as doses testadas. Nos testes

da chapa quente e glutamato na pata, a SePB aumentou a laténcia para



nocicepgao a partir da dose de 10 mg/kg. Estes resultados demonstram que a
SePB apresentou efeito antinociceptivo. Para avaliacdo do sistema
serotoninérgico foram administrados antagonistas seletivos de receptores
5-HT, sendo eles, WAY 100635 (0,5 mg/kg, por via subcutanea, um antagonista
do receptor 5-HT,,), cetanserina (0,3 mg/kg, intraperitonealmente, um
antagonista do receptor 5-HT,soc) ou ondansetrona (0,5 mg/kg,
intraperitonealmente, um antagonista do receptor 5-HT;), 15 minutos antes da
administragdo da SePB (10 mg/kg, por via intragastrica). O teste
comportamental foi realizado 30 minutos apos a administragédo do composto. O
WAY100635 e a cetanserina atuaram bloqueando o efeito nociceptivo
apresentado pelo composto, enquanto a ondasetrona nao teve interacdo com
o efeito ocasionado pela SePB. Antes de qualquer experimento foi realizado o
teste de campo aberto para avaliar a existéncia de um possivel déficit
locomotor, o qual n&o foi identificado. Concluimos que a SePB apresenta efeito
antinociceptivo, que pode ser modulado pelo sistema serotoninérgico,
especificamente através dos receptores 5-HT;, e 5-HT,sc, CcOm isso

demonstrando ser um composto promissor para o tratamento da dor.

Palavras-chave: Dor. Antinocicepgdo. Benzamida. Selénio. Sistema
serotoninérgico.



ABSTRACT

LEDEBUHR, Kauane Nayara Bahr. Antinociceptive effect of N-3-
(phenylselenyl)prop-2-yn-1-yl benzamide in mice: involvement of the
serotonergic system. 2022. 119 p. Dissertation (master's degree in
Biochemistry and Bioprospecting) - Programa de Pés-Graduagédo em
Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Pain is a medical condition present in several pathologies as a
secondary and disabling effect, in addition to being categorized as a
multidimensional and multifactorial phenomenon, which involves different
neurotransmitter systems, including the serotonergic. For this reason, it is
necessary to obtain analgesic compounds that have greater efficacy and fewer
adverse effects. Taking into account the pharmacological properties
demonstrated by selenium and the benzamide nucleus, both components were
incorporated into a new molecule: N-3-(phenylselenyl)prop-2-yn-1-ylic
benzamide (SePB). Therefore, the present work aimed to evaluate the
antinociceptive effect of this compound in mouse pain models and its
interaction with serotonergic receptors. Adult male Swiss mice weighing
between 25 and 30 g were used, from the Central Animal House of the Federal
University of Pelotas. Initially, a time-response curve was performed in the tail
immersion test and later a dose-response curve in the tail immersion, hot plate
and glutamate tests. In all tests performed, the time for the animal's nociception
response was evaluated. For the time-response curve, the animals received 10
mg/kg of SePB, diluted in canola oil, intragastrically, 15 minutes, 30 minutes, 1
hour or 2 hours before the tail immersion test. In the dose-response curves,
doses of 1 mg/kg, 10 mg/kg and 50 mg/kg of the compound diluted in canola oil
were used, administered to the animals intragastrically 30 min before the
nociceptive tests. In the time-response curve, SePB increased the latency for
the nociceptive response in the tail immersion test from 30 minutes, which was
chosen for further tests. In the dose-response curve, performed in the tail
immersion test, SePB increased the latency to the nociceptive response at all
doses tested. In the hot plate and paw glutamate tests, SePB increased the
latency to nociception from the dose of 10 mg/kg. These results demonstrate
that SePB had an antinociceptive effect. To evaluate the serotonergic system,

selective 5-HT receptor antagonists were administered, namely WAY 100635



(0.5 mg/kg, subcutaneously, a 5-HT;, receptor antagonist), ketanserin (0.3
mg/kg, intraperitoneally). , a 5-HT,a;»c receptor antagonist) or ondansetron (0.5
mg/kg, intraperitoneally, a 5-HT; receptor antagonist), 15 minutes before
administration of SePB (10 mg/kg, intragastric). The behavioral test was
performed 30 minutes after compound administration. WAY100635 and
ketanserin acted blocking the nociceptive effect presented by the compound,
while ondasetron had no interaction with the effect caused by SePB. Before
any experiment, the open field test was performed to assess the existence of a
possible locomotor deficit, which was not identified. We conclude that SePB
has an antinociceptive effect, which can be modulated by the serotonergic
system, specifically through 5-HT,, and 5-HT,,,,c receptors, thus proving to be

a promising compound for the treatment of pain.

Keywords: Pain. Antinociception. Benzamide. Selenium. Serotonergic system.
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1 INTRODUGAO

A dor € uma condigdo médica presente em diversas patologias como um
efeito secundario e incapacitante, além de ser categorizado como um fenémeno
multidimensional e multifatorial (BONICA, 1953), que envolve diferentes sistemas
de neurotransmissores, como 0s neuropeptidérgicos, monoaminérgicos,
opioidérgicos, adenosinérgicos e gabaérgicos (MILLAN, 2002). Dessa forma, &
notavel a sua interferéncia na qualidade de vida dos individuos que sofrem
dessa condigao.

Infelizmente, os farmacos presentes no mercado atualmente apresentam
efeitos adversos, que variam desde nauseas, problemas gastrointestinais e
cardiacos até depressao respiratoria e morte (HUSE et al., 2001), incentivando o
abandono do tratamento. Com o aumento da expectativa de vida da populagao
(SCOTT, 2021), se torna necessario que seja proporcionado uma boa condi¢cao
de saude a esses cidaddos. Sendo assim, € visivel a necessidade de novos
estudos que visem o desenvolvimento de novas moléculas eficazes e que
apresentem maior eficacia e menos efeitos adversos.

Posto isso, o0 selénio tem se apresentado como um alvo atrativo devido as
suas propriedades benéficas. Compostos organicos de selénio vém
demonstrando possiveis aplicagdes terapéuticas, principalmente devido a sua
participagéo no sistema de defesa celular contra o estresse oxidativo (SAUER et
al., 2017). A deficiéncia de selénio também vem sendo associada a transtornos
de humor, como depressao e ansiedade (PASCO et al., 2012).

Outra classe de interesse sdo os compostos constituidos do nucleo
benzamida, que por sua vez, € um derivado do acido benzoico. Sua importancia
€ reconhecida para a area farmacéutica, possuindo efeitos antimicrobianos,
antiparasitarios, anestésicos, analgésicos, antipsicoticos, antidepressivos, entre
outros (GURGU et al., 2017).

Com isto em mente, e levando em consideragcdo as propriedades
farmacoldgicas desejadas foi realizada a sintese da N-3-(fenilselenil)prop-2-in-1-
ilica (SePB), um composto orgénico de selénio contendo o nucleo benzamida,

com objetivo de avaliar seu efeito antinociceptivo em modelos animais.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

|dentificar a possivel agao antinociceptiva da benzamida
N-3-(fenilselenil)prop- 2-in-1-ilica em camundongos, bem como a interagdo do

sistema serotoninérgico em sua agao.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Verificar o efeito da SePB na nocicepg¢ao induzida por agentes quimicos no
teste do glutamato na pata.

= Verificar o efeito da SePB na nocicepcdo induzida por agente térmico,
utilizando os testes de cauda imersa e chapa quente.

= Verificar o possivel envolvimento dos sistemas serotoninérgico, na agao
antinociceptiva da SePB através do teste de nocicepgéo da cauda imersa.

= Analisar o efeito da SePB sobre as atividades locomotora e exploratéria.

= Analisar se os antagonistas e a interagdo antagonista x SePB causa

alteragdes na atividade locomotora dos camundongos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 DOR

A dor é uma condicdo médica presente em diversas patologias como um
efeito secundario e incapacitante, além de ser categorizado como um fenémeno
multidimensional e multifatorial. Seu reconhecimento como uma sindrome ocorreu
em 1953 (BONICA, 1953), quando ocorreu a fundagéo da Associagao Internacional
para o Estudo da Dor (IASP). De acordo com a IASP a dor & definida como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesao tecidual real
ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008). Sendo
considerada como um sério problema de saude publica, a dor ndo somente interfere
em termos do sofrimento do paciente, como também ocasiona um grande impacto
socioeconémico (SILVA, 2013). A dor crdnica, por sua vez, afeta mais de 76,2
milhées de pessoas apenas nos Estados Unidos e 1,5 bilhdo de pessoas em todo o
mundo. O Global Burden of Disease Study (2016), por sua vez, afirmou que a alta
prevaléncia da dor e doencgas relacionadas sao a principal causa de incapacidade
em todo o mundo (VOS et al., 2017).

Assim sendo, podemos relacionar essa condicdo como um alerta de que
existe alguma circunstancia que necessite de atencdo por um mau funcionamento
ou prejuizo estrutural. Corroborando com o fato de que € um dos principais sintomas
clinicos para diversas condigdes, a dor esta comumente ligada a busca por servigos
de saude, além de afetar o bem-estar fisico, psicoldégico e a produtividade do
trabalho (HENSCHKE; KAMPER; MAHER, 2015). Além do mais, a sua
multidimensionalidade permite que essa sensagao seja muito mais ampla do que as
definicbes sugerem, podendo ser manifestada por reagdes autondmicas,
psicologicas e comportamentais (TERMAN; BONICA, 2001). Sua classificagao
também é bastante abrangente, entre tais, se encontram classificagdes de acordo
com a sua duragao, sendo elas aguda, crénica e transitéria, de acordo com o seu
modo de agado, sendo categorizada como nociceptiva, patoldgica e inflamatéria, e
por localizagdo e motivo, sendo elas neuropatica, visceral, somatica, psicogénica,
oncoldgica, entre outras.

A dor aguda é representada por uma lesdo tecidual frequentemente
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relacionada a trauma, intervengao cirurgica ou doenga e dura entre alguns dias e
algumas semanas, desaparecendo apds a solugdo do problema. O uso de
medicamentos € recomendado na intencdo de bloquear ou reduzir a dor ou acelerar
0 processo de cura da lesdo. Na dor transitéria, por sua vez, os nociceptores sao
ativados sem que haja qualquer lesdo, desempenhando um papel protetor sem
necessidade de atencdo clinica. Por ultimo, a dor crénica ocorre quando a lesao
tecidual excede a capacidade de regeneragcdo do organismo ou quando a lesao
acontece diretamente no sistema nervoso. Neste caso, a dor permanece por tempo
indeterminado, causando sofrimento e afetando outras areas significativas da vida
do individuo. A dor crbnica resultante de lesdo no sistema nervoso periférico (SNP)
ou no sistema nervoso central (SNC) € chamada de dor neuropatica. Esse tipo de
dor geralmente é muito mais severa, debilitante e de dificil tratamento,
principalmente porque os mecanismos patofisioldgicos sdo pouco conhecidos
(HARDEN; COHEN, 2003).

A dor cronica também sofre interferéncia de outros fatores, como estresse,
causas ambientais e afetivas que contribuem para a intensidade e persisténcia da
dor (LOESER; MELZACK, 1999). Além de apresentar uma maior prevaléncia em
pessoas que apresentam idade avancada (THOMAS, 2004), género feminino
(GREENSPAN et al., 2007), etnia negra, asiatica ou mista (MACFARLANE et al.,
2015) e situacéo socioeconémica desfavorecida (JANEVIC et al., 2017).

Afora os efeitos adversos na qualidade de vida, a cronificacdo do quadro
algico afeta outros aspectos do cotidiano de um individuo, podendo levar a
comorbidade com anormalidades neurocognitivas (como por exemplo, problemas de
concentragdo e memoria) (HIGGINS et al.,, 2018), tabagismo (ORHURHU et al.,
2015), obesidade (HITT et al., 2007) e alcoolismo (ALFORD et al., 2016).

Uma definicdo mais recente se refere a dor como podendo ser adaptativa ou
nao-adaptativa. A dor adaptativa € uma reacdo normal a uma lesédo tecidual,
incluindo a dor inflamatéria. E importante citar que a inflamacdo é o principal
componente em condigdes ligadas a dor, como por exmplo, na dor aguda
pos-cirurgica ou traumatica e situagbes que envolvem a dor crbnica, como na
osteoartrite. Os mediadores inflamatorios atuam sensibilizando as vias neurais,

dessa forma aumentando a percep¢do a dor. Caso a dor adaptativa ndo seja
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adequadamente tratada, ocorrem modificagbes a nivel espinhal e supraespinhal
levando a dor n&o-adaptativa. A dor neuropatica (DN) € um exemplo de dor
nao-adaptativa, pois leva a alteracbes no processamento e na percepgao do
estimulo nocivo (HELLYER et al., 2007).

3.1.1 NOCICEPCAO

A dor fisiolégica — ou nociceptiva — € descrita como um evento agudo e
transitério envolvendo um estimulo nocivo, com o objetivo de manter a homeostase
e evitar ou reduzir danos decorrentes de uma lesdo (KLAUMANN et al., 2008),
sendo essencial para detectar e minimizar o contato com estimulos nocivos, dessa
forma detectando uma possivel lesdo antes da sua ocorréncia (BASBAUM et al.,
2009). A parte neurobiolégica que gera a dor nociceptiva é estimulada em virtude
da lembranca da sensacado desagradavel provocada e da angustia emocional que
envolve a sensacgao da dor, fazendo com que ela se apresente como algo que deve
ser evitado (WOOLF, 2010). Dessa forma, devido a sua natureza aborrecedora, a
dor tem a funcdo adaptativa de alarme, que incentiva o individuo a evitar e notar
objetos e situagbes que possam ocasiona-la, prevenindo o agravamento ou o
surgimento de novas lesbes (MELZACK; WALL, 1991), e permitindo que sejam
adotados mecanismos de defesa ou fuga (MILLAN, 1999).

A nocicepcéao atua na identificacdo do estimulo a dor, com a participagao dos
SNP e SNC (GARLAND, 2012), através de estruturas que transmitem e codificam
informagdes nociceptivas, gerando, ampliando ou reduzindo a intensidade da
experiéncia a essa condigao (VEINANTE; YALCIN; BARROT, 2013). A percepgao
nociceptiva ocorre quando ha a presenga de uma condicdo de pressdo ou
temperatura consideravel para lesionar o tecido. Agentes quimicos também podem
causar estimulos dolorosos por desencadear um processo inflamatério ou através
da ativacdo direta do nociceptor. Estes estimulos sdo entdo detectados por
neurbnios sensoriais periféricos especializados, conhecidos como nociceptores
(DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

Os nociceptores sao neurbnios presentes no SNP, que possuem 0s seus
corpos celulares localizados nos ganglios das raizes dorsais (GRD) da medula
espinhal. O GRD é composto por varios corpos celulares dos neurdnios sensoriais e
esta localizada perto da medula espinhal da coluna vertebral (Figura 1).
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12 ordem

Figura 1. Representagdo do caminho percorrido pelos nociceptores (neurdnios de 12 ordem).
Ap6s o estimulo doloroso, os neurdénios de 12 ordem (nociceptores) levam a informagéo até o GRD.

Autoria propria.

Estes neurbnios sensoriais tém axbnios que se projetam aos tecidos
periféricos e sao responsaveis pelas sensagdes corporais. Este prolongamento
periférico que percorre 0os nervos sensitivos e culmina nos 6rgaos periféricos,
constitui a fibra sensitiva. Estas fibras sensitivas podem variar em relacdo ao seu
diametro, mielinizagao e velocidade de conducgao, sendo divididas em trés principais
grupos: AB, Ad e C (Tabela 1). Todos os tipos de fibras sensitivas estao aptos a
transmitir informacao inécua, mas apenas as fibras C e Ad transmitem informacéao

nociceptiva.
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Fibras Velocidade de | Mielinizagao Diametro
condugao

AB 30-100 m/s Grossa >10 um

Ad 12-30 m/s Fina 2-6 um

C 0,5-2 m/s Ausente 0,4-1,2 um

Tabela 1. Classificagcao das fibras sensitivas.

A nocicepgao consiste basicamente em quatro processos para a
compreensao dos estimulos nocivos pelo SNC (FIGURA 2), sendo eles a
transdugdo, transmissdo, percepcdo e modulacdo. A primeira etapa € a
transformacdo dos estimulos externos em potenciais de acdo, que, das fibras
nervosas periféricas, sao transferidos para o SNC (TEIXEIRA, 2001). Essa
transformacdo é chamada de transdugdo e ocorre através dos nociceptores
localizados no SNP (CAVALCANTI; MADDALENA, 2003). A transmissao, por sua
vez, € a transferéncia da informacao nociceptiva através da medula espinhal ao
tronco cerebral e ao talamo. A percepgao ocorre quando ha integragcéo do sinal pelo
cortex cerebral e a modulagdo € o mecanismo pelo qual a transmissao sinaptica dos
sinais dolorosos ¢é reduzida ou amplificada, provocando a resposta nociceptiva
(BRIDGESTOCK; RAE, 2013; MERTENS et al., 2015).
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Figura 2. Processo de nocicepgao. Retirado de www.dorcronica.blog.br/cursos/modulo-

2-parte-2/ acessado em 20 de margo de 2022.

3.1.1.1  TRANSDUGAO

A transdugdo da dor exige estimulos nociceptivos adequados que
promovem a despolarizagcdo de membrana gerando um potencial de agdo com
amplitude e duragédo suficiente para desencadear uma resposta nociceptiva
(BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014). Estimulos externos ativam as fibras Ad
que geram sensagbes de picadas, dor aguda e bem localizada, porém, se a
forca do estimulo continuar ou aumentar, as fibras C sido estimuladas, e o
individuo experimenta uma dor intensa, podendo ser descrita como ardente, que

continua mesmo apods o término do estimulo (MEYER et al., 2006). Este estimulo
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doloroso ocasionado pelas fibras C é transmitido mais lentamente e torna mais
dificil a identificacdo exata do local da lesdo (GARLAND, 2012).

As fibras Ad também podem ser divididas em duas outras classes
principais, sendo elas fibras Tipo | ou nociceptores de alto limiar (HTM) ou fibras
Tipo Il ou nociceptores de baixo limiar (LTM). Os HTM respondem a todos os
tipos de estimulos mecanicos e quimicos, mas sdo ativos somente com
estimulos térmicos > 50 °C, enquanto que os LTM possuem um limiar térmico
menor, reconhecendo sensagdes a partir de ~ 43 °C, e uma menor sensibilidade
a estimulos mecanicos. Os LTMs sdo menos comuns e apresentam uma
conducdo mais lenta em relagdo aos HTMs (DJOUHRI, 2016). As fibras C,
similarmente, disponham-se em grupos diferentes, sendo eles peptidérgicas e
nao- peptidérgicas, onde sua principal diferenca é a expressao de canais iGnicos
que conferem sensibilidade diferente ao calor, frio ou agentes quimicos
(BASBAUM et al., 2009).

Desse modo, a sensagao dolorosa é percebida por terminacdes nervosas
livres que detectam lesdes teciduais, sejam elas térmicas, mecéanicas ou
quimicas. Estas terminagbes nervosas livres séo classificadas de acordo com os
estimulos que as ativam. Mecanonociceptores sao ativados por pressao,
enquanto que os nociceptores silenciosos sao ativados com a presencga de
inflamacdo e mecanotérmicos polimodais sdo excitados com a presenga de
pressao excessiva, temperatura extrema e haldégenos (MORGAN; MIKHAIL,
2003). Nociceptores somaticos profundos (presentes em musculo, tenddes e
0ss0S) sao menos sensiveis aos estimulos do que os nociceptores cutaneos,
mas facilmente sensibilizados pela inflamagao. Nociceptores especificos podem
existir nos musculos e responder a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos
(MORGAN; MIKHAIL, 2003), ja os 6rgaos viscerais sao geralmente insensiveis e
contém nociceptores silenciosos e polimodais, respondendo ao espasmo da
musculatura lisa, isquemia e inflamacdo, mas ndo a incisdo, queimadura ou
esmagamento. No entanto, alguns nociceptores especificos aparecem no
pulmao, coracgao, testiculos e canais biliares. O cérebro, por sua vez, carece de
nociceptores (MELZACK; WALL, 1987). Os nociceptores codificam o tipo de

estimulo, sua intensidade e localizagdo (LOPES, 2003). A localizagao depende
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da distribuicdo dos terminais dos nociceptores no corno dorsal (CD) da medula
espinhal e a intensidade do estimulo é determinada pelo numero e frequéncia
dos potenciais de agao.

Sendo assim, apds o estimulo, os nociceptores sintetizam substancias
que podem contribuir para a transmissdo ou modulacido da informacéo dolorosa
para o corno posterior (CP) da medula espinhal. O glutamato, substancia P (SP),
fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), prostaglandinas, adenosina
trifosfato (ATP) e 6xido nitrico (ON) sdo algumas dessas substancias (LOPES,
2003). A transformagéo dessse estimulos em potenciais de agao transmitidos ao
SNC pelas fibras dos nociceptores desencadeia o primeiro passo para a

sensacao dolorosa, a transducgao.

3.1.1.2 TRANSMISSAO

A transmissdo € o estagio onde acontece a propagag¢ao do potencial de
agao nociceptivo ao longo dos neurénios periféricos para a medula espinhal e,
em seguida, para o cérebro. Os neurdnios medulares podem ser classificados de
acordo com a sua fungdo como neurdénios nao-nociceptivos, nociceptivos
especificos e de largo espectro dinamico (WDR) (LOPES, 2003). Os neurénios
nao-nociceptivos respondem apenas a estimulos externos que nao sinalizam
injuria ao individuo, enquanto que os neurbnios nociceptivos especificos sao
ativados por estimulos nocivos e os neurbnios WDR respondem tanto a
estimulos inécuos, quanto ndxicos, sendo a sua resposta definida conforme a
intensidade do estimulo. A classificagao também pode ocorrer de acordo com o
destino final do axénio, podendo se dividir em interneurbnios, neurdnios
proprioespinais ou neurénios de projegao (LOPES, 2003).

Os interneurdnios se ramificam ao redor do corpo celular e desempenham
papel na modulagdo local da transmissdo da informagdo nociceptiva.
Estabelecem sinapses com outros interneurénios, neurénios proprioespinais e de
projecdo. Tanto os interneurdnios com atividade excitatéria como inibitéria sao
ativados diretamente pelas fibras primarias do tipo A, C, e AB, ou seja, tanto por
estimulos dolorosos ou nao-dolorosos. Interneurdnios excitatorios se utilizam de

aminoacidos excitatorios, como o glutamato e aspartato e os interneurénios
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inibitorios, de acido y-aminobutirico (GABA), encefalinas e dinorfinas, acetilcolina
(ACh) e glicina (LOPES, 2003). Ja os neurdnios proprioespinhais estendem-se
pelos segmentos espinhais e estdo envolvidos com a atividade reflexa. Por
ultimo, os WDR participam na transmissdo através da medula espinhal até
centros supraespinhais como o mesencéfalo e cortex. Os trés componentes séo
interativos e essenciais para o processamento da informacéo nociceptiva, o que
gera uma resposta a dor apropriada e organizada (MILLAN, 1999; LAMONT e
TRANQUILLI, 2000; DREWES, 2006).

A medida que as fibras dos nociceptores penetram na medula espinhal,
elas se agrupam de acordo com o seu tamanho. As fibras grossas mielinizadas
tornam-se mediais e as fibras desmielinizadas, laterais. As fibras que veiculam
informagédo dolorosa buscam neurdnios de segunda ordem (0s nociceptivos
especificos e WDR) que se fazem presentes na substancia cinzenta do CD
ipsilateral para que possam transmitir a sua informacdo (MORGAN; MIKHAIL,
2003).

3.1.1.3 PERCEPCAO

O proximo estagio da nocicepgdo € a percepgao da dor, sendo este o
processamento da informacéo nociceptiva, levando a percepg¢ao consciente da
dor por meio da integragao entre os estimulos nocivos com areas corticais e do
sistema limbico (BALDO, 1999).

3.1.1.4 MODULACAO

A modulacdo é o fenbmeno que modifica a qualidade, a severidade e a
duracao da percepgao dolorosa (NAIDU; PHAM, 2015). Este processo permite
que as estruturas cerebrais superiores sinalizem para o CD da medula espinhal
regular o processo nociceptivo. Os mecanismos utilizados promovem a
modulagdo da resposta nociceptiva exercendo influéncia nos receptores
presentes nas fibras primarias aferentes, bem como em neurénios do CD, nos
interneurdnios excitatérios ou inibitérios e neurdnios de projegao (BALIKI e
APKARIAN, 2015; MILLAN, 1999). A modulagdo de carater inibitorio, por sua

vez, surge a partir de estruturas cerebrais, como o cortex cerebral, talamo e
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hipotalamo e é retransmitida para o CD através da medula rostroventromedial
(RVM) no bulbo raquidiano. (BALIKI e APKARIAN, 2015).
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Figura 3. Terminagdo das fibras aferentes primarias no corno posterior (CP) da medula
espinhal. A organizagao do corno dorsal se apresenta no padrdo de laminas, onde os diferentes
subgrupos de fibras aferentes primarias se conectam aos neurdnios espinhais. As fibras
nociceptoras pouco mielinizadas terminam em porgdes mais superficiais, formando sinapses com
os grandes neurdnios de projecado da lamina | (representados em laranja) e com os interneurénios
(representados pela cor azul claro) localizados na porgédo externa da lamina Il. Os nociceptores
amielinicos ndo- peptidérgicos contactam interneurdnios (azul escuro) da porgao interna da lamina
II. A informagao indcua, por sua vez, é transportada pelas fibras grossas mielinicas e transmitida

principalmente para as laminas Il e IV. Algumas fibras AR se projetam também para interneurénios

33



excitatérios da metade ventral da porgéo interna da Iamina Il que expressam a isoforma gama da
proteina cinase C PKCY. Um segundo conjunto de neurdnios espinhais de proje¢do para o
encéfalo localiza-se na lamina V e recebe informagéo de fibras Ad e AB, nesta Iamina predominam
assim os neurdnios convergentes, de largo espectro (WDR), enquanto na lamina | predominam os

neurdnios nociceptivo-especificos (NS). (Adaptado de Kandel et al., 2000).

A massa cinzenta da medula espinhal divide-se em dez laminas, sendo as
seis primeiras do CP, devido ao fato de abrigar a atividade neuronal aferente, além
de ser uma regido importante na modulagdo da dor. Na lamina | ocorrem
principalmente os estimulos nocivos provenientes do tecido cutaneo e profundo. A
ldmina Il (substancia gelatinosa) contém interneurénios e desempenha um papel
no processamento e modulagdo dos estimulos. Fibras AP, que respondem a
estimulos inécuos, estdo localizadas nas léaminas Ill e IV. Algumas fibras Ad
terminam na lamina V, nas quais liberam diferentes neurotransmissores. Por fim,
nas laminas V e VI ha a presenga de interneurbnios inibitérios e excitatérios
responsaveis pela regulagdo do fluxo de informagao nociceptiva (BRIDGESTOCK
e RAE, 2013).

A ativagdo de interneurénios inibitorios, seja pelas fibras primarias, por
interneurénios excitatérios ou por fibras descendentes provenientes de niveis
superiores do SNC, inibe a transmissdo da informagao nociceptiva, atuando
diretamente sobre os neurbénios de projecdo ou sobre os terminais centrais dos
nociceptores (LOPES, 2003). O efeito contrario ocorre por meio da inibigao
descendente dos interneurénios inibitorios facilitando assim a transmissao
nociceptiva (MILLAN, 2002; WESTLUND, 2006).

Além do processo modulatério descendente da dor, ha também o
envolvimento de outras vias como, por exemplo, o sistema gabaérgico, processo
de hiperalgesia e o sistema emocional-afetivo que promovem a modulagao tanto
excitatéria, quanto inibitéria da dor (BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014). O
sistema gabaérgico, modula a nocicepgao através de mecanismos envolvendo
os receptores GABA. Para que acontecga a inibicdo do estimulo doloroso, ocorre
uma inibicdo pré-sinaptica, onde o sistema gabaérgico impede a passagem do
impulso elétrico nos terminais das fibras aferentes primarias para os neurénios
de projecdo. Desta mesma forma, a inibicdo pode ocorrer de forma
pos-sinaptica, onde os receptores gabaérgicos atuam sobre os neurbnios de
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projecdo, reduzindo a sua excitabilidade, controlando a saida do impulso
nociceptivo para as areas supraespinhais (GUO; HU, 2014).

Em relacdo a modulagdo positiva, podemos citar o processo de
hiperalgesia, onde a resposta ao estimulo externo é aumentada. Geralmente
esta sensibilizagdo é devido a uma les&o tecidual persistente (STEEDS, 2013). A
hipersensibilidade periférica ativa varias vias de sinalizag&o intracelular, aumenta
a expressao de canais idnicos, como o TRPV1, e aumenta a concentracio
intracelular de Ca®* nos nociceptores. Essas alteracdes levam a um aumento da
transmissao sinaptica nociceptiva no CD da medula espinhal, além de ocasionar
a morte de interneurénios inibitorios responsaveis pela modulagao e transmissao
do processo doloroso, além de promover uma remodelacdo das sinapses
neurais pelas células da glia, aumentando e intensificando a transmissdo do
estimulo nociceptivo. Dessa forma, os neurbnios se tornam mais sensiveis e
reagem de forma mais intensa aos estimulos, enquanto que as conexdes de
neurénios de segunda ordem aumentam no SNC (BOURNE; MACHADO;
NAGEL, 2014; CURY et al., 2011; VOSCOPOULOS; LEMA, 2010).

Por fim, a dor pode ser modulada através de fatores emocionais,
envolvendo processos psicologicos, como por exemplo, reagdo emocional,
psicofisiologica e comportamental apds o estimulo doloroso. A dor aumenta a
atividade no sistema nervoso simpatico, levando a um aumento da frequéncia
cardiaca, tensdo muscular e sensacéo de ansiedade. Essas emogdes negativas
estdo associadas com a ativagdo da amigdala, cortex cingulado anterior e cortex
insular. Estes campos cerebrais estdo envolvidos com o processamento afetivo —
emocional da dor (COWEN et al.,, 2015; GARLAND, 2012). O medo a dor
também pode levar a uma hipervigilancia, que modula positivamente o estimulo
nociceptivo. Isto ocorre, pois, as emogdes negativas e estresse atuam sobre o
cortex cerebral, diminuindo a sua capacidade de regular a dor, o que pode
resultar em dor aguda emocional ou crénica exacerbada (GARLAND, 2012;
WIECH; TRACEY, 2009). Podemos concluir entdo, que o processo modulatério
da dor envolve diversos mecanismos, o0 que torna sensagdo a dor uma
experiéncia unica e individual para cada ser humano (BALKI e APKARIAN, 2015;
BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014; COWEN et al., 2015).
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3.1.2 VIAASCENDENTE

As vias ascendentes sido relacionadas com a regido onde ocorre o
processamento central da dor. Existem dois principais caminhos para a
condugao da dor até o cérebro, sendo elas a via neoespinotalamica, que conduz
a dor somatica, bem-localizada, através de poucas sinapses e a via
palioespinotalamica, que conduz a dor visceral, de localizacdo inespecifica.

Ambas sao parte integrante do trato espinotalamico.

CEREBRO Cortex

P- Thalamus
TRONCO "
CEREBRAL ¥

S Via descendente

Mesencefalo

Substancia cinzenta
periaquedutal (PAG)

Trato espinotalamico
ascendente

Medula Medula restral ventral

(RVM)

Ganglio da raiz dorsal (DRG)

MEDULA (\
ESPINHAL }

Figura 4. Representacado das vias da dor. O trato espinotalamico & uma via modulatéria
ascendente da dor (identificado em vermelho). Retirado de https://www.dorcronica.blog.br/ em 18

de fevereiro de 2022.

3.1.2.1 TRATO ESPINOTALAMICO

Esta é a principal via de informagdes de nocicepgéao , temperatura, toque

nao discriminativo (bruto) e pressado para a regiao somatossensorial do talamo,
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sendo composto por uma via ventral (paleospinotalamica) e uma lateral
(neoespinotalamica) (APKARIAN; HODGE, 1989). Os neurbnios do trato
espinotalamico enviam projegcdes que distribuem informagdes para varios locais
do tronco cerebral , que, por sua vez, ativam respostas autonémicas ou afetivas
ou mecanismos moduladores descendentes da dor (HYLDEN et al., 1989).

Os neurdnios que déao origem ao trato espinotalamico estdo localizados
em diferentes camadas e sdo encontrados em todos os segmentos da medula
espinhal. Os neurbnios presentes na lamina | possuem um menor campo
receptivo e respondem a estimulacao periférica nociva. Os neurdnios da lamina
IV tém campos receptivos maiores e respondem a estimulos in6cuos e nocivos.
Ja os neurdnios do trato espinotalamico nas laminas VII-X sao frequentemente
bilaterais e respondem a estimulos somaticos profundos e cutaneos inécuos e
nocivos (HODGE; APKARIAN, 1990).

Os neurdnios do trato espinotaléamico das laminas 1 a 6 projetam-se para
o talamo lateral e estdo relacionados aos aspectos sensitivo-discriminativos da
dor, enquanto que os neurdnios das demais laminas seguem para os nucleos
intralaminar e medial do talamo e estdo ligados a comportamentos aversivos em
resposta a dor (HODGE; APKARIAN, 1990).

Os neurdnios do trato espinotalamico também respondem a estimulagao
visceral nociva, como na oclusao da artéria coronaria, compressao testicular e
da bexiga urinaria (BLAIR; AMMONS; FOREMAN, 1984). Também foi sugerido
que a liberagao de aminoacidos excitatorios (por exemplo, glutamato e NMDA) e
neuropeptideos podem contribuir para a hiperalgesia na transmissao sensorial
no trato espinotaldamico (DOUGHERTY; WILLIS, 1991).

Por fim, o trato espinotalamico termina em trés regides principais, sendo
estes o nucleo ventroposterolateral (PESCHANSKI et al. , 1983), os nucleos
intralaminares, principalmente o nucleo lateral central (MA et al., 1987) e o
complexo posterior (DADO et al., 1994; LEDOUX et al., 1987).

Por fim, as entradas sensoriais nociceptivas ascendentes sao integradas a
regides corticais, principalmente o cortex somatossensorial e o cortex cingulado
anterior (ACC), onde a nocicepgao € interpretada como dor, incluindo seu

contexto emocional (FIGURA 5) . Essas regides dao origem a vias que se
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projetam para os locais medulares e espinais, através das quais outras entradas
nocivas podem ser inibidas ou facilitadas e, portanto, servem como um complexo

sistema modulador endégeno da dor.
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Figura 5. Representacdo das areas ativadas pela dor. As areas do cérebro ativadas por

estimulos nocivos em estudos de imagem do cérebro humano sdo o cortex somatossensorial
primario (S1), coértex somatossensorial secundario (S2), cortex cingulado anterior (ACC), insula,
cortex pré-frontal (PFC), amidala (AMY), substancia cinzenta periaquedutal (PAG), ganglio basal
(BG), nucleos parabraquiais (PB), talamo e cerebelo. Retirado de
https://www.dorcronica.blog.br/controle- das-emocoes-na-dor-cronica-parte-1/ visitado dia 18 de
setembro de 2021.

3.1.3 VIADESCENDENTE

O sistema descendente exerce influéncia na percepg¢ao da dor, inibindo ou

facilitando a transmissao dos estimulos nociceptivos ao nivel do CD da medula
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espinhal. O sistema inibitorio e o sistema facilitario trabalham em conjunto com o
intuito de manter o processamento sensorial em homeostase. Quando ocorre um
desequilibrio neste processamento, existe um quadro de cronificagcdo da dor,
através de um processo chamado sensibilizacdo central, que aumenta a
intensidade e a persisténcia do sinal doloroso. Esta situacdo é devido a
alteragdes morfolégicas espinais e corticais, além da ativagdo do sistema
descendente facilitario, prevalecendo sobre o sistema descendente inibitério da
dor (MILLAN, 2002).

O sistema inibitério descendente engloba a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) que se projeta para a medula rostral ventromedial (RVM),
que inclui o nucleo magno da rafe (NRM), bem como o nucleo reticular
gigantocelular (Gi) e o nucleo paragigantocelular (nPGi) (FIELDS; HEINRICHER,;
MASON, 1991). Esses neurbnios provenientes do RVM se estendem ao longo
do funiculo dorsolateral espinhal (DLF) e terminam no corno dorsal, onde

causam inibi¢do da transmiss&o nociceptiva (FIGURA 6).
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Figura 6. Representagdo da modulagdo da dor. Os neurbnios que se projetam para o
encéfalo enviam axdnios que terminam em areas como 0s nucleos parabraquiais (PB) e a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG), as quais s&o moduladas pelo sistema limbico
(emocional). Destes centros supraespinhais partem proje¢cdes axonais descendentes que ativam
areas do tronco cerebral como o bulbo rostral ventromedial (RVM) e o nucleo reticular dorsal
(DRt), cujos neurdnios por sua vez projetam para o CP da medula espinhal onde vdo modular a

transmissao nociceptiva da periferia para o SNC, facilitando ou inibindo a passagem de
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informacado dos aferentes primarios para os neurdnios espinhais. Os neurbnios da lamina V se
projetam principalmente para o talamo através do trato espinotalamico e, posteriormente para
varias regides do cortex cerebral, como o cdrtex somatossensitivo primario e secundario, insular,
cingulado anterior e pré-frontal ativando a denominada “matriz da dor” (adaptado de D'MELLO;
DICKENSON, 2008.).

O PAG foi uma das primeiras regides cerebrais a demonstrar associagéo
com o sistema inibidor da dor. Estudos realizados demonstraram que uma
microinjecdo de opioides ou estimulagdo elétrica aplicada nessa regiéo
provocava efeito antinociceptivo, tanto em animais (REYNOLDS, 1969; TSOU;
JANG, 1964), como em humanos (RICHARDSON, 1977; HOSOBUCHI; ADAMS;
LINCHITZ,1977). A estimulacao elétrica do PAG foi rapidamente adaptada para
aliviar a dor intratavel do cancer em humanos, e € comumente citada como uma
das aplicagcbes mais rapidas de um achado experimental para aplicacéo clinica
(YOUN; BRECHNER, 1986). Embora a estimulacdo do PAG tenha sido
amplamente descontinuada devido a outros efeitos adversos, como ansiedade e
angustia, a estimulagao cerebral profunda direcionada a outras regides continua
sendo um meio importante de controlar a dor intratavel (BERGERON et al.,
2021). A analgesia produzida pela estimulacdo elétrica do PAG é bloqueada por
antagonistas opioides, mostrando que um sistema opioide enddgeno medeia
esse efeito antinociceptivo (YEUNG; YAKSH; RUDY, 1977). O PAG também
recebe informag¢des de locais centrais que recebem projegdes nociceptivas da
periferia, como o talamo, hipotalamo, regides parabraquiais, regides corticais e
do sistema limbico.

O RVM, por sua vez, inclui o nucleo serotoninérgico NRM, o Gi e o nPGi
(FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991). Além do PAG, o RVM também recebe
informagdes do tadlamo, da regido parabraquial (PB) e do locus coeruleus
noradrenérgico (LCN), e €& considerado o ponto comum final na modulagcéo
descendente da dor. Essa regido se projeta nos cornos dorsais espinhais e no
nucleo trigémeo caudal (NTC), atuando como um modulador bidirecional,
inibindo e facilitando a dor.

Ja no que lhe diz respeito, os nucleos medulares da rafe sdo a rafe magno

(RMg), a rafe obscura (ROb) e a rafe palida (RPa). Todas essas regides
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possuem projecdes para a medula espinhal (BOWKER et al., 1982) e até 85%
dos neurénios da rafe-espinhal contém 5-HT (BOWKER; ABBOTT, 1990). Por
isso, é confiavel falar que a modulagdo desta via pode ser realizada por vias
descendentes monoaminérgicas, como por exemplo pela via serotoninérgica.
Diversas evidéncias sugerem que a ativagao das projecdes descendentes
do RVM provoca a liberagdo de serotonina nos cornos dorsais da coluna
vertebral. No entanto, a 5-HT pode ser tanto pro-nociceptiva, quanto
antinociceptiva, dependendo do subtipo de receptor ativado. Receptores 5-HT1a,
5-HT1, 5-HT1p e 5-HT7, tendem a possuir agao antinociceptiva, enquanto os

receptores 5-HT3 promovem a nocicepgao.

3.1.4 VIA SEROTONINERGICA E SUA RELACAO COM A DOR

Diversos sistemas de neurotransmissores tém sido implicados na
transmissao, processamento e controle da dor (MILLAN, 2002). Por sua vez, o
sistema serotoninérgico tem demonstrado um importante papel no controle da
dor, como por exemplo, por meio da inibicdo descendente (FIGURA 7). As vias
descendentes da 5-HT podem exercer influéncia tanto inibitéria, quanto
facilitadora no processamento espinhal de informacdes nociceptivas,
dependendo do tipo de receptor ativado (SOMMER, 2006; DOGRUL et al.,
2009).

43



Figura 7. Representacdo da via serotoninérgica no cérebro. A 5 HT é encontrada no

tronco encefalico onde é produzida nos nucleos da rafe e armazenada em vesiculas enquanto
aguardam liberagdo. A sua via estd sinalizada em vermelho. Imagem retirada de
https://home.hellodriven.com/articles/serotonin-and-its-unusual-role-in-the-brain/ visitada em 14
de maio de 2021.

Além disso, diversos receptores serotoninérgicos sSdo expressos em
neurdnios do CD espinhal, onde a informagao nociceptiva é transmitida das
fibras aferentes primarias para os neurdnios espinhais ascendentes. Na periferia,
a 5-HT endogena é liberada em resposta a lesdo tecidual de mastdcitos,
plaquetas e células endoteliais (SOMMER, 2004), além da presenga de
receptores neuronais de 5-HT, confirmando que que este neurotransmissor atua
na transmiss&o nociceptiva em locais periféricos.

Estudos demonstraram que a administracdo de 5-HT exdgena,
isoladamente ou em associacdo com mediadores inflamatérios, aumenta a
excitabilidade das fibras do tipo A e C, bem como dos neurbnios do DRG
(neurdnios sensoriais do SNP) (MOALEM et al., 2005; LANG et al., 2006). Outro
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ensaio constatou que uma injecao intradérmica de 5-HT induz hiperalgesia dose-
dependente em ratos, com laténcia curta, indicando um efeito direto nos
neurénios aferentes primarios (TAIWO; LEVINE, 1992). Outros pesquisadores
reafirmaram esse conceito ao verificar que a injec¢ao intraplantar de 5-HT causa
edema de pata e comportamentos intensos de vacilar e lamber (SUFKA et al.,
1992). Um ensaio clinico em voluntarios saudaveis, a injecado intradérmica de
5-HT produziu dor (LISCHETZKI et al., 2001) e hiperalgesia apds inje¢ao no
musculo masseter da mandibula (ERNBERG et al., 2000).

Ademais, a injegcdao periférica de antagonistas de receptores
serotoninérgicos (5-HT2a, 5-HT3 e 5-HT7) inibiram comportamentos nociceptivos
agudos, como alodinia mecanica e hiperalgesia induzidos por formalina
(ROCHA- GONZALEZ et al., 2005; GODINEZ-CHAPARRO et al., 2011).

Em modelos de dor neuropatica, foi constatado uma presenca
intensificada de 5-HT no nervo lesionado (VOGEL et al., 2003). Isso corrobora
com outro estudo em camundongos deficientes do transportador de 5-HT, que
apresentaram niveis reduzidos de 5-HT nos nervos periféricos lesionados e
auséncia de hiperalgesia térmica, correlatando a presenga do neurotransmissor
com a sensibilizacdo periférica (VOGEL et al., 2003). Outra informagéo que
apoia a relagdo entre a dor e o sistema serotoninérgico € o uso de alguns
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS) no tratamento para DN
(SINDRUP et al., 1990). Alteragbes genéticas no metabolismo da 5-HT também
podem estar associadas a sindromes dolorosas, como por exemplo na
suscetibilidade a enxaqueca (MARZINIAK, et al. 2005). Dessa forma, podemos
elucidar que o sistema serotoninérgico possui um papel antinociceptivo devido a
sua relagcdo com a via descendente da dor, a0 mesmo tempo que pode possuir
uma relacao pro nociceptiva quando associado aos receptores periféricos.

Por estes motivos, se reforca a importancia de maiores estudos da
influéncia dessa via na dor, além de uma maior elucidagdo dos mecanismos de

acao dos farmacos atuantes sob o sistema serotoninérgico.

. 3.2 ANALGESICOS

Os analgésicos sdo drogas farmacéuticas para o tratamento da dor. S6
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que apesar de sua agao benéfica, o seu uso indiscriminado alcangou niveis que
nao sao vistos com bons olhos e pode até mesmo ser considerado
desnecessario (SILBERSTEIN; YOUNG, 1995; ISACSON; BINGEFORS, 2002;
GUESS et al,1988). Este uso abusivo pode ocasionar problemas relacionados a
saude mental, dependéncia, além de outros efeitos adversos (ANTONOV;
ISACSON, 1996; EGGEN, 1983; HANLON et al, 1996; JACOBSEN; HANSEN
1989).

Os medicamentos analgésicos sdo divididos entre opidides ou narcoéticos,
e nao opioides. Sua principal diferenca € o seu mecanismo de acgdo, pois
enquanto os ndo opioides agem inibindo a produgao de substancias especificas,
os analgeésicos opioides atuam diretamente no SNC. Uma subdivisdo ocorre
entre os analgésicos n&o opioides, sendo divididos entre AINES (Analgésicos

Nao Esterodides) e AIES (Analgésicos Esterdides).

3.2.1 OPIOIDES E OPIACEOS

Os opioides sao medicamentos utilizados para entorpecer a sensacao da dor
sem causar perda de consciéncia, utilizando-se de um aumento do limiar de
tolerdncia a dor. Os locais de acgdo destes analgésicos estdo localizados
principalmente no tronco cerebral e na medula espinhal, mas outros locais podem
estar associados aos efeitos relacionados ao humor e na resposta comportamental a
dor. O seu mecanismo de acéo € através da inibicdo de transmissores excitatérios
de terminais nervosos que carregam estimulos nociceptivos (DUTHIE; NIMMO,
1987). Apesar de serem a principal classe de medicamentos contra a dor, eles sao

vistos com cautela, pois apresentam diversos efeitos colaterais.

3.2.1.1 HISTORICO

O ¢6pio € uma substancia extraida da papoula, uma espécie da familia das
Papaveraceas, que se caracteriza por apresentar folhas solitarias e frutos
capsulares. Seu conhecimento vem de muitos anos atras, sendo sua descri¢ao
encontrada no Papiro de Ebers (1552 a.C.), onde é citado como uma substancia
utilizada para a sedagao de criangas (COHEN, 1969), até mesmo na mitologia &

mencionada como a forma utilizada pela Deusa Isis para sedar seu filho Hérus
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(BARAKA, 2000). O ¢6pio também teve importédncia na civilizagdo romana,
simbolizando o sono e a morte (BOOTH, 1998). Na Roma antiga, o uso do 6pio
era recomendado para o alivio da dor (TALLMADGE, 1946). Galeno, no século |l
D.C., incentivava o seu uso até perceber os riscos de seu uso exagerado,
através do caso do Imperador Antonino, de quem era médico e que foi vitima da
dependéncia da droga (WRIGHT, 1968).

Em 1700, John Jones, um meédico londrino, publicou o livro Mysteries of
Opium Reveal'd, onde alertava sobre os riscos da utilizagdo da droga. Apesar
disso, ndo foi citada nenhuma restrigdo para o uso do épio, seja para alivio da
dor ou como fonte de prazer. No inicio do século XIX, Friedrich Sertlirner, um
assistente de farmacéutico, isolou os principios ativos do 6pio, descobrindo a
morfina (FIGURA 8).

Figura 8. Estrutura da morfina. Retirado de https://www.istockphoto.com/br/ visitado em
20 de abril de 2022.

Ao realizar uma auto experiéncia, Serturner escreveu: "Considero meu
dever chamar a atengao para os efeitos terriveis dessa nova substancia a fim de
que uma calamidade possa ser evitada" (BOOTH, 1998). Nos anos
subsequentes de 1820, a morfina se tornou comercialmente disponivel na
Europa e América do Norte, e se popularizou como um potente analgésico
(BOOTH, 1998). Em 1860, a morfina se tornou um problema médico e social, em
funcdo dos dados estatisticos de mortalidade causados por sobredose, desde

entdo se iniciaram pesquisas em busca de novos farmacos com propriedades
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parecidas. Em 1939, surgiu a meperidina, o primeiro opioide inteiramente
sintético, iniciando a série de derivados da fenilpiperidina (MURPHREE, 1969).
Em 1973, pesquisadores confirmaram a existéncia de receptores de
opioides, em pesquisas independentes. Varios tipos e subtipos de receptores
foram sugeridos, sendo aceitos de forma geral a presenga de receptores mu (),
delta (d) e kapa (k) (FINCK, 1979). Desde la, diversos estudos tém sido

realizados para melhor entendimento de seus mecanismos.

3.2.1.2 EFEITOS COLATERAIS DOS OPIOIDES

Apesar dos opioides serem a classe mais indicada para casos de dor
cronica, é necessario parciménia na hora da prescricdo médica devido aos seus
diversos efeitos colaterais. Atualmente, aproximadamente 90% dos pacientes
com dor crbnica recebem opioides (TRESCOT et al., 2006; MANCHIKANTI,
2007; FISHBAIN; ROSOMOFF; ROSOMOFF, 1992), e estima-se que a
prevaléncia de abuso dessas substancias seja em torno de 8,1% na populagéo
geral (SUBSTANCE ABUSE AND MENTAL HEALTH SERVICES
ADMINISTRATION, 2006), sendo ainda maior na populagdo de pacientes com
dor (MANCHIKANTI et al., 2003; 2004), apresentando uma estimativa de 16%
(MANCHIKANTI et al., 2006). E importante que os pacientes entendam que os
opioides sao utilizados apenas para alivio da dor, mas que esse alivio ndo deve
ser considerado o objetivo principal do tratamento. Os opioides, do mesmo
modo, ndo devem ser usados isoladamente para tratar a dor, sendo necessario
medicamentos adicionais como anticonvulsivantes, antidepressivos, AINEs e
outros tratamentos adjuvantes, além de estratégias ndo farmacoldgicas, como
terapia cognitiva comportamental.

A tolerancia, um de seus efeitos mais debatidos, ocorre quando ha uma
perda de poténcia analgésica, levando a necessidade de doses cada vez
maiores, podendo levar a um quadro de dependéncia. A dependéncia fisica é o
desenvolvimento de um estado fisioldgico alterado que pode se caracterizar por
uma sindrome de abstinéncia. Existem dois tipos de tolerancia, sendo elas a
inata, que é determinada geneticamente e se apresenta desde a primeira

administracdo e a adquirida, que pode ser classificada como farmacocinética,
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farmacodindmica e aprendida (COLLETT, 1998). A tolerancia farmacocinética
resulta em alteracbes no metabolismo de um farmaco apds administragao
repetida, enquanto a tolerancia farmacodinamica atua na diminuicdo da eficacia
ao longo do tempo, relacionada com a regulagdo positiva dos receptores e a
tolerancia aprendida, em contrapartida, resulta em uma diminuigdo da eficacia a
medida que os mecanismos compensatérios sdo incorporados ou aprendidos.

Efeitos imunomoduladores sao observados desde 1890, quando foi
realizado um estudo que demonstrou que os opioides causam imunossupressao
celular e diminuicdo da resisténcia a infecgdo bacteriana em cobaias tratadas
com morfina. Ademais, ha um aumento relevante na incidéncia de infeccbes em
adictos em heroina. Evidéncias citam que a administracdo de opioides pode
causar efeitos inibitérios sobre anticorpos e células imunes, expressao de
citocinas e atividade fagocitica. O potencial mecanismo desse efeito é através do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e o sistema nervoso auténomo (PETERSON;
MOLITOR.; CHAO, 1998).

Os efeitos dos opioides na funcdo enddcrina sao frequentes e vem sendo
demonstrados ao longo do século XXI (KATZ; MAZER, 2009). Sindromes como
a endocrinopatia opioide (OE) e deficiéncia androgénica induzida por opioides
(OPIAD) (DANIELL, 2002; 2006), sdo citados como efeitos hormonais que
afetam os pacientes que se utilizam desses farmacos (DANIELL; LENTZ;
MAZER, 2006; FACCHINETTI ET AL., 1986). Diversos hormdnios sao afetados
pela terapia opioide, principalmente a testosterona (total e livre), estrogénio,
horménio luteinizante (LH), horménio liberador de gonadotrofina (GnRH),
adrenocorticotropina (ACTH), horménio liberador de corticotropina (CRH), e
cortisol (OLTMANNS; FEHM; PETERS, 2005; HALL, et al. 1990; PETRAGLIA et
al., 1986; WECKBECKER; LICHTERMANN; KLINGMULLER; 2005; OLTMANNS;
FEHM; PETERS, 2005). Individuos do sexo masculino sofrem disfungcéo sexual,
depressdao e diminuicdo do nivel de energia, em consequéncia de
hipogonadismo, que é uma condigdo médica causada pelo mau funcionamento
das gbnadas de pacientes de ambos os sexos, afetando ovarios e testiculos,
resultando em deficiéncia na producéo de determinados horménios (BROWN;
ZUELSDORFF; FLEMING, 2006; RUAN, 2007). As mulheres também
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experimentam  efeitos colaterais semelhantes, incluindo depressao,
dismenorreia, disfungcdo sexual e redugao da densidade mineral éssea. Como
razao, pode-se citar niveis reduzidos de estrogénio devido ao tratamento opioide
(DANIELL, 2008).

Pacientes novos no tratamento podem relatar efeitos sedativos,
geralmente causados pela atividade anticolinérgica dos opioides (BYAS-SMITH
et al., 2005). Apesar de serem efeitos que comumente passam apos a
progressdo do tratamento, sua ocorréncia pode ser um fator para o
descumprimento da terapia farmacoldgica e redugdo da qualidade de vida do
paciente. Em contrapartida, os opioides apresentam influéncia sobre a qualidade
do sono dos individuos, aumentando o numero de turnos nos estados de vigilia
(KOREN et al., 2000), diminuindo o tempo total de sono e sua eficiéncia (KURZ;
SESSLER, 2003). O agente causador pode ser através de neurotransmissores,
como noradrenalina, serotonina, acetilcolina, dopamina, histamina, GABA,
hormonios hipofisarios e o neuro-horménio melatonina, pois € conhecido que
drogas que alterem o equilibrio desses neurotransmissores, como o0s opioides,
podem afetar o sono (SLATKIN; RHINER, 2004).

Constipacdo e nausea sado considerados problemas comuns, ocorrendo
em 40% a 95% dos pacientes, e podendo ocorrer mesmo com uma dose unica
de morfina (SWEGLE; LOGEMANN, 2006). Ainda que esses sintomas sejam
frequentemente descartados como um efeito colateral trivial, as consequéncias a
longo prazo afetam significativamente a qualidade de vida do paciente. A
constipacao severa pode levar a uma redugao da dose do farmaco pelo médico
responsavel com a intencdo de melhorar os efeitos adversos,
consequentemente, pode levar a perda da analgesia, além da potencial
formacdo de hemorrdidas, dor e queimacgao retal, obstrugao intestinal, ruptura
intestinal e morte. A morfina também tem sido associada a liberacdo de
histamina e consequente vasodilatagdo e hipotensdo (BRUNTON et al., 2006).

A hiperalgesia, que € o aumento da sensibilidade a dor, € um efeito
adverso reconhecido relativamente novo (MERCADANTE; VILLARI; FERRERA,
2003). Esta sensibilizacdo aumenta, mesmo com ajustes nas dosagens do
medicamento (MERCADANTE; ARCURI, 2005), seu motivo pode ser em razédo
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do uso prolongado e altas doses, além de poder ser relacionado a metabdlitos
opioides, como a morfina 3-gliceronida (M3G) e a apoptose celular induzida,
principalmente de neurdnios GABA, levando a alteragdes nos circuitos neuronais
presentes na medula espinhal (MAO et al., 2002).

Independentemente de todos os efeitos debatidos anteriormente, os mais
graves ainda sédo a depressao respiratoria e morte. Entre 1979 e 1990, as taxas
de mortalidade por intoxicagdo foram, em média, 5,3% ao ano, a partir de 1990
até 2002 essa taxa aumentou para 18.1% ao ano no mundo. Essa porcentagem
vem aumentando a cada ano, sendo considerado um problema sério e crescente
(HUSE et al., 2001).

3.2.2 ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES

Os AINEs s&o a subclasse de analgésicos mais usada em todo mundo
(BATLOUNI, 2010), possuindo propriedades anti-inflamatérias, analgésicas e
antitérmicas (RIDDERIKHOF et al.,, 2013, LAINE et al.,, 2012). Podem ser
utilizados sozinhos ou em combinagdo com outros analgésicos, incluindo
opioides, s6 que diferente destes, ndo ocasionam dependéncia, depresséo
respiratéria, além de apresentar menos efeitos adversos (PEREIRA;
MUNECHIKA; SAKATA, 2013; SALGARELLO; VISCONTI; BARONE-ADESI,
2013.). Sendo assim, muitas vezes sao utilizados sem prescrigdo médica.

Por outro lado, o uso destes farmacos ainda provoca reagdes indesejaveis
principalmente em pacientes suscetiveis, como por exemplo, gastrite, ulceras
gastricas, perfuragdo gastrintestinal, disfungdo plaquetaria, hemorragia e
comprometimento renal (RIDDERIKHOF et al., 2013, LAINE et al., 2012). Desse
modo, comprometendo a saude do paciente e fracassando em sua relagao
custo- beneficio, tornando-se prejudicial (SCHEIMAN; HINDLEY, 2010).

3.2.2.1 MECANISMO DE ACAO

Os AINEs atuam reduzindo a produgédo de prostaglandinas, que séao
substancias envolvidas na dor, inflamagao e febre. Elas também desempenham
um papel na protecao do revestimento do estbmago e do intestino, bem como

regulam a funcdo renal. Portanto, através de sua acado de bloqueio
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prostaglandinas, os AINEs ajudam a aliviar sintomas como dor, inflamagéo e
febre, mas correm o risco de induzir irritagdo gastrointestinal, hemorragias,
problemas renais e cardiovasculares. Seu mecanismo de agao também pode
ocorrer atraves da inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX) (VANE; BOTTING,
1996).

3.2.2.1.1 ENZIMAS CICLOOXIGENASES

As COX estao diretamente envolvidas com a produgéo de prostaglandinas
a partir do acido araquidoénico (AA) (Brune; Hinz, 2004) (FIGURA 9). A COX é
composta de trés dominios principais, sendo eles o dominio do fator de
crescimento epidérmico (FCE) e dois dominios funcionais, o de ligacdo a
membrana e o catalitico, sendo este o maior deles, que contém os sitios
peroxidase e ciclooxigenase (VANE et al., 1998). Essas enzimas possuem tipos
morfologicamente distintos, sendo encontradas na forma de ciclooxigenase-1
(COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2), embora, vem sendo estudada uma terceira
isoforma, a ciclooxigenase-3 (COX-3), sendo essa uma variagdo da COX 1,
expressa somente no cérebro e coracdo (CHANDRASEKHARAN et al., 2002;
LUCIO et al., 2008).
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Figura 9. O papel da COX na biossintese de prostandides. A COX catalisa a conversao
do AA em PGH2, que é posteriormente convertido em diferentes prostandides. Adaptado de
CATELA IVKOVIC, 2010.

A isoforma COX-1 é uma enzima expressa de forma constitutiva em
diversos tecidos, sendo necessaria para a manutencdo do estado fisiolégico
normal. Entre suas fungdes esta a protegdo da mucosa gastrointestinal, controle
do fluxo sanguineo renal, homeostasia, respostas autoimunes, fungdes
pulmonares e do SNC e bom funcionamento dos tecidos cardiovasculares e
reprodutivos (ANTMAN; DEMETS; LOSCALZO, 2005; VANE; BOTTING, 1998;
GROSSER; FRIES; FITZGERALD, 2006). Essas acbes sao realizadas por
diversos prostandides sintetizados pela COX-1. Ao bloquear a agdo da COX-1,
ocorre a perda da capacidade de se realizar essas atividades, sendo assim, o
trato gastrointestinal fica vulneravel, enquanto a sintese de secrecao acida
aumenta, podendo levar a erosao, ulceragcdo, perfuragdo e hemorragia. A

probabilidade de ocorréncia de ulcera ou sangramento aumenta com o uso em
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doses altas ou prolongadas dos AINEs, administragdo conjunta com
corticosterdides e anticoagulantes, tabagismo, bebidas alcodlicas e idade
avancada. Por este motivo, cerca de 20% dos pacientes n&o toleram o
tratamento com AINEs devido a tais efeitos, que incluem dor abdominal, azia e
diarreia (BATLOUNI, 2010).

O rim também é beneficiado por prostaglandinas homeostaticas, como a
prostaciclina, PGE2 e PGD2, que s&o prostaglandinas geradas pela acdo da
COX- 1 em distintas regides dos rins. Elas atuam dilatando a vasculatura,
diminuindo a resisténcia vascular renal e aumentando a perfusdo do 6érgéo,
levando a redistribuicdo do fluxo sanguineo entre o cortex renal e os nefrons na
regido intramedular. Quando ocorre a inibicdo da COX-1 através do uso dos
AINES, ocorre a diminuicdo da perfusao renal total, levando a um processo que
pode ocasionar vasoconstricdo renal aguda, isquemia medular e, em certas
condigbes, insuficiéncia renal aguda. Dessa forma, esse grupo de farmacos
compromete a fungdo renal, especialmente em pacientes de alto risco
(WHELTON, 1999).

A COX-2, por sua vez, foi descrita em 1992, e estd presente,
principalmente, no cérebro e medula espinhal e é expressa em resposta a
agentes pro-inflamatérios, como citocinas, endotoxinas, fatores de crescimento e
promotores de tumor (TANIURA et al., 2002; RAMSAY et al., 2003; YAQUB et.
al., 2008). Ela atua no desenvolvimento de edema, rubor, febre e hiperalgesia
(TOPPER et al, 1996; FITZGERALD, 2004), além de se fazer presente em
regides glomerulares e vasos sanguineos nos rins, demonstrando importancia na
manutengado das fungdes fisioldgicas cardiovasculares e renovasculares. Desse
modo, a inibicdo da COX-2 por AINEs acarreta efeitos colaterais renais e
cardiovasculares (KROTZ et al., 2005; SOMVANSHI et al., 2007). Evidéncias
citam ainda que o uso de AINES que bloqueiam seletivamente a COX-2 aumenta
o risco cardiovascular, incluindo aumento do risco de infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e
hipertensao arterial (ANDERSONH et al, 2006). Por este motivo, pacientes com
historico de doenca cardiovascular ou com alto risco de desenvolvimento devem

limitar o uso de medicamentos que inibem a COX-2 a tratamentos que nao
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possuem alternativas apropriadas, e somente em doses baixas e pelo menor
tempo necessario.

A COX-3, possivelmente € uma variante da COX-1, pois é derivada do
mesmo gene dessa isoforma. Ela se encontra distribuida principalmente no
cortex cerebral, medula espinhal e coracdo, sendo mais sensivel ao
acetaminofeno (paracetamol) do que a COX-1 e COX-2. A expressao dessa
terceira variante da COX foi demonstrada em estudos in  vitro com
linhagens de macrofagos (CHANDRASEKHARAN et al. 2002; COLVILLE-NASH
et al., 1998). A sua importancia pode estar associada a um mecanismo
anti-inflamatério, pela expressdao de um membro da familia das ciclopentanonas,

a 15desoxe-D (JANEWAY et al., 2001).

3.2.2.2 HISTORICO

Os AINES séo os principais analgésicos utilizados desde os primordios da
humanidade, entre os mais antigos se encontram o acido acetilsalicilico e o

ibuprofeno.

3.2.2.2.1 ACIDO ACETILSALICILICO.

Textos antigos sugeriram o uso da casca do salgueiro (Salix Alba) como
um minimizador de dores e febre causadas por doengas comuns da época. Mas
apenas em 1763, o reverendo Edmundo Stone de Chipping Norton do condado
de Oxford, Reino Unido, descreveu de forma cientifica as propriedades benéficas
da planta. Em 1828, o farmacéutico francés Henri Leroux e o quimico italiano
Raffaele Piria isolaram o seu principio ativo e o chamaram de salicina ou acido
salicilico. Ja em 1859 o quimico Herman Kolbe, descobriu a estrutura quimica
desse acido e encontrou uma forma de produzi-lo de forma sintética e a partir de
1874, a Companhia Heyden comecgou a produzir o acido salicilico como um
agente analgésico. Apesar de seu lado positivo, ja era possivel observar efeitos
colaterais, como por exemplo, a irritacdo estomacal provocada por sua ingestéo.

Posteriormente, foi elaborado um método para produgdo do acido

acetilsalicilico (FIGURA 10). De acordo com o Laboratério Bayer, foi Felix
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Hoffmann em 1897, que atuava na empresa realizando trabalhos onde
adicionava o grupo acetil (CH3CO) a drogas na tentativa de aumentar sua
poténcia e diminuir a sua toxicidade. Seus trabalhos focaram em métodos
analgésicos, pois seu pai sofria de artrite severa. A sua descoberta ficou
mundialmente conhecida como aspirina, apesar da Bayer ter perdido a patente
para um quimico francés chamado Charles Gerhardt que tinha sintetizado uma
versao impura do composto. Atualmente, é o medicamento mais usado em todo

o mundo. (MONTINARI; MINELLI; DE CATERINA, 2019).

H

Figura 10. Estrutura molecular do acido acetilsalicilico.

3.2.2.2.2 IBUPROFENO

O ibuprofeno (FIGURA 11) é provavelmente um dos medicamentos mais
utilizados para tratar a dor nos dias de hoje, servindo como um substituto do
paracetamol e do acido acetilsalicilico no manejo de dores leves a moderadas.
Entre os anti-inflamatérios n&o-esteroides, este apresenta o menor risco
gastrintestinal, sendo recomendado como representante de primeira escolha
(THOMAS et al., 2006).

OH

Figura 11. Estrutura molecular do ibuprofeno.
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Sua criacao foi idealizada pelo Dr. Stewart Adams nos Laboratérios da
Boots Company em Nottingham (Reino Unido), com a intengdo de sanar as
necessidades terapéuticas no tratamento da dor e inflamagdo em doencas
artriticas (RAINSFORD, 2011). Naquela época os medicamentos disponiveis
eram poucos e apresentavam efeitos colaterais como ulceras gastrointestinais e
sangramento, sendo até mesmo considerado consequéncias “necessarias” e
“‘inevitaveis” do tratamento (COPEMAN, 1964).

Por este motivo na década de 1950, Adams iniciou a sintese de uma série
de compostos com a intengdo de descobrir um substituto para a aspirina. Com
isso, apos a triagem inicial em um modelo animal de inflamagao aguda da pele, o
antecessor do ibuprofeno, o ibufenaco, apresentou resultados promissores, s6
que apesar disso produziu toxicidade hepatica em pacientes com artrite
reumatoide (AR). Sendo assim, foram realizadas alteragdes em sua estrutura e
maiores investigagdes de sua farmacocinética (RAINSFORD, 1999). Os ensaios
iniciais foram conduzidos pelo Dr. Tom Chalmers para analisar a eficacia do
ibuprofeno, onde foi visto resultados semelhantes aos analgésicos existentes no
mercado na época, s6 que com o diferencial de nao apresentar efeitos adversos,
como efeitos ulcerogénicos (ADAMS, 1987). Em 1969, foi langado ao mercado
com o nome Brufen, sendo indicado para o tratamento da AR. Hoje em dia, é
amplamente utilizado como um medicamento de prescrigdo para tratar a AR,
osteoartrite (OA) e outras dores musculoesqueléticas (RAINSFORD, 2012).

3.2.2.3 EFEITOS COLATERAIS DOS AINES

A origem dos efeitos adversos observados pelo uso indiscriminado dos
AINES se baseia principalmente na inibicdo da produgéo de prostaglandinas. As
prostaglandinas sao produzidas a partir de fosfolipidios da membrana celular por
uma cascata enzimatica, que tem inicio com a conversao de fosfolipidios em AA
pela enzima fosfolipase A2. O AA, posteriormente, €& convertido em
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, a partir das enzimas COX, alvo
dos AINEs, que ao serem inibidas, atuam dificultando uma série de processos

necessarios para a homeostase corporal (SANDOVAL et al., 2017).
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3.2.2.3.1 PROSTAGLANDINAS

Alguns processos fundamentais para o equilibrio corpéreo séo realizados
pelas prostaglandinas em sistemas essenciais, como o sistema renal,
cardiovascular e gastrointestinal.

Os rins sao 6rgaos que atuam na fungao excretora do corpo, e para isso
dispdem de mecanismos regulatorios, como a sintese de prostaglandinas, que
atuam na manutencado da taxa de filtracao glomerular (TFG) e da homeostase
renal (EJAZ; BHOJANI; JOSHI, 2004). As prostaglandinas, como a prostaciclina,
PGE2, PGD2, atuam como vasodilatadores na arteriola aferente, aumentando a
perfusao renal, com distribuicdo do fluxo do cértex para os néfrons na regiao
medular renal. Essa vasodilatagdo atua no sistema renina-angiotensina-
aldosterona e do sistema nervoso simpatico (SNS), utilizados para compensar e
assegurar o fluxo necessario para o 6rgdao. Com a inibicdo desse mecanismo
pelos AINEs, pode ocorrer vasoconstrigdo aguda e isquemia medular, que pode
ocasionar leséo renal aguda (BURUKOGLU et al., 2016).

A PGE2, além de sua atuagao vasodilatadora, promove a diurese e age
inibindo o transporte de sédio e cloreto na alga ascendente de Henle e nos
ductos coletores, por meio da estimulagdo do receptor da prostaglandina E1,
levando a natriurese, que é a excregcdo de quantidades anormais de sodio pela
urina (MUSU et al., 2011). O uso de AINEs, pode promover uma maior retengao
de sédio e agua e consequentemente formacdo de edema, pela inibicdo da
PGE2 (POUNTOS et al., 2008).
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Figura 12. AINEs e o sistema renal. Disponivel em https://nave.vet.br/posts/caes-e-

gatos/aines-em-gatos/ acessado em 20 de abril de 2022.

Além da sua atuacdo nos rins (FIGURA 12), as prostaglandinas
desempenham fungdes como a protecdo da mucosa gastrointestinal, ativacao
plaquetaria, atuagdo no processo de inflamagéao, broncodilatagao, entre outras
(BATLOUNI, 2010).

Alguns efeitos colaterais dos AINEs que ocorrem no aparelho
gastrointestinal, acarretam dor abdominal, azia e diarreia, advindos do bloqueio
da COX-1 na mucosa gastrointestinal e a consequente inibicdo da producao de
prostaciclina e prostaglandinas (PGE2 e PGD2) no estdbmago. Isso decorre, pois,
as prostaglandinas servem como agentes citoprotetores da mucosa
gastrointestinal, inibindo a secrecéo acida, aumentando o fluxo sanguineo local e
a secrecdo de muco protetor. Ao longo prazo, essa situagdo pode causar
erosdes e Ulceras gastricas e duodenais (BATLOUNI, 2010). Cerca de 15% a

30% dos usuarios regulares de AINES, apresentam ulceras existentes (SAUL et
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al., 2007).

Alguns ensaios clinicos também evidenciam o desenvolvimento de
hipertensdo (WALKER; BIASUCCI, 2018), e um aumento do risco da ocorréncia
de doengas cardiovasculares, como infarto agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca, devido ao uso de AINEs (BATLOUNI,
2010). O fator principal € o aumento da pressao arterial, causada pela alteragao
no equilibrio hidroeletrolitico e na reatividade vascular (MENDES et al., 2012).
Pacientes com histoéria prévia de doenca cardiovascular ou com alto risco devem
tomar as devidas precaucdes quando utilizarem AINEs, sendo recomendados
somente com prescricdo médica (RIBEIRO ET AL., 2005). Foi relatado também
que os AINEs interferem na classe de anti-hipertensivos cujo mecanismo de
acao envolve a sintese de prostaglandinas vasodilatadoras, e por esse motivo
deve ser realizada uma avaliagdo sobre a interacdo medicamentosa antes de

qualquer administracao.

3.2.3 AIES

Os AIES ou corticosteroides exercem efeito anti-
inflamatorio (glicocorticoide) e imunossupressor, sendo indicados em diversas
situacdes clinicas, como doencas reumaticas, doencas inflamatérias intestinais,
neoplasias, insuficiéncia e hiperplasia suprarrenal, doencas imunopaticas e
condi¢des alérgicas (BNF 57, 2009). Os principais farmacos desta classe sdo a
cortisona, hidrocortisona, beclometasona, betametasona, dexametasona,
metilprednisolona, prednisolona e triancinolona (DAMIANI et al., 2001), que
atuam diminuindo o influxo e a atividade dos leucdcitos e células mononucleares,
o numero de células B e T nos linfonodos e as células T secretoras de citocinas,
afora a capacidade de diminuir a inflamagao crénica autoimune (ANTI, GIORDI,
CHAHADE, 2008; PAULI, 2006). Os AIES se beneficiam da sua capacidade anti-
inflamatdria e imunossupressora ocasionada pela estabilizacdo da membrana
dos lisossomos e inibicado da formacao de cininas, que sdo responsaveis pelas
reacdes inflamatodrias, consequentemente diminuindo a dor, o aumento da

permeabilidade capilar e vasodilatagcdo (VALENTE, SUSTOVICH E ATALLAH,
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2001). Pesquisadores orientam que sua administragcdo s6 deve ocorrer se néo
possuir alternativas viaveis que apresentem menos efeitos adversos. E caso a
administragdo seja necessaria, deve ser por periodos curtos e em baixas doses,
com objetivo de diminuir o sintoma e ndo como tratamento da doenca.

O uso prolongado de corticosteréides pode causar efeitos indesejaveis,
como imunossupressado, aumentando a propensao a infecgdes e supressao da
atividade da glandula suprarrenal, além de risco de necrolise avascular do colo
femoral e sindrome de Cushing. Rea¢des mais graves também podem ocorrer,
tais como, inibicdo do crescimento em criangas (sem possibilidade de reversio),
disturbios do balango hidroeletrolitico (causando edema, hipertenséo e
hipopotassemia), afinamento da pele, osteoporose, fratura espontanea,
glaucoma, miopatia, ulcera péptica e diabetes melito. A retirada abrupta, por si
sO, ndao é recomendada, em funcdo de sintomas subsequentes como febre,
mialgia, artralgia, rinite, conjuntivite e nddulos cutaneos, entretanto, sintomas
mais graves podem ser ocasionados como insuficiéncia suprarrenal aguda,
hipotensao e obito (WHO, 2008).

3.3 SELENIO

O selénio (Se) é um elemento indispensavel para a maioria das formas de
vida, sendo considerado um micronutriente com forte capacidade antioxidante.
Encontra-se o Se na forma dos aminoacidos selenocisteina e selenometionina,
incorporado ao organismo humano. Estes aminoacidos s&o componentes
fundamentais em proteinas que desempenham papéis essenciais para a
homeostase do organismo, tal como, a manutengao do controle redox celular, ou
seja, na neutralizagdo dos radicais livres, estimulacdo do sistema imunolégico e
intervencdo no funcionamento da glandula tiredide (HATFIELD; BERRY;
GLADYSHEV, 2012). Além disso o seu déficit pode resultar em disturbios
cardiacos, musculares, 60sseos e imunolégicos (AGARWAL; BEHARI, 2007;
BROOME et al., 2004).

Os pesquisadores Schwarz e Foltz (1957) foram os primeiros a teorizar

sobre sua importdncia na saude do individuo, a partir de um estudo que
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visualizou que o Se impediu danos necréticos no figado de ratos (SCHWARZ;
FOLTZ, 1957). Com isso, diversos outros ensaios foram realizados, com a
intencdo de compreender e sintetizar compostos organicos de Se como
possiveis farmacos (KLAYMAN, 1973; SHAMBERGER, 1983).

Com a descoberta de sua relagdo com a enzima glutationa peroxidase,
que atua na biotransformacao e eliminacido de xenobidticos e na defesa das
células contra o estresse oxidativo, e na regulagdo do estresse oxidativo
(ROTRUCK, 1981; HUBER et al, 2008; CADENAS; SIES, 1985; URSINI;
BINDOLI, 1987), o interesse pela sintese de compostos orgénicos com base nas
propriedades bioldgicas e quimicas das por¢gdes de Se aumentou.

Desde entéo, diversos estudos vém demonstrando atividades benéficas
promissoras. Em um estudo de 1985, foi presenciado atividade anticarcinogénica
do Se, onde o composto selenazofurina era 8 vezes mais potente do que os
outros compostos testados contra a leucemia P388 (BORITZKI, 1985).

A atividade positiva também foi relatada perante o sistema cardiovascular,
0 que demonstra ser promissor se levar em comparacao o efeito danoso
causado pelo uso dos AINES, principalmente pelos inibidores seletivos da
COX-2. Um ensaio com coelhos reconheceu que uma dieta rica em Se poderia
proteger o sistema cardiovascular da cardiotoxicidade de um farmaco
quimioterapico (DIMITROV et al, 1987). Outro estudo sobre a doenga de
Keshan, uma cardiomiopatia endémica presente nas areas rurais da China,
demonstrou que seus sintomas foram atenuados pela suplementacéo de Se (GE
et al., 1983).

Evidéncias sugerem que o Se é capaz de modular a resposta inflamataria,
demonstrando que uma dieta que forneca o Se na quantidade ideal € necessaria
para obten¢cdo de uma boa resposta imune (COMBS JR et al, 1986). Compostos
organicos de Se também apresentam atividade antibacteriana e antifungica
(MAUTNER, 1956). O Se, da mesma forma, possui uma estreita relagdo com o
SNC. O cérebro € um érgdo com uma alta atividade metabdlica e uma alta
concentracdo de acidos graxos polinsaturados, tornando-o mais suscetivel a
peroxidacdo (degradagcdo oxidativa dos lipidios), e consequentemente ao
estresse oxidativo (WANG; MICHAELIS, 2010). Levando isso em consideragéo,
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podemos associar o estresse oxidativo como um possivel agravante e indicio
para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como por exemplo, a
doenga de Alzheimer (DA), doenca de Parkinson (DP), doenga de Batten,
sindrome de Down, entre outros (DAVIES, 2014; FEDERICO et al., 2012;
WESTERMARCK; SANTAVUORI, 1984; MARKESBERY, 1997; NEGVE, 1984;
CLAUSEN, 1984). Dessa forma, as selenoproteinas, com sua atividade
antioxidante, desempenham um importante papel na protecao contra os radicais
livres (CARDOSO, et al., 2015), sendo assim, existe prioridade para a captagéo
cerebral em relacdo ao resto do organismo (BEHNE; WOLTERS, 1983).
Portanto, o Se é fundamental para a normalidade do funcionamento deste tecido
(KRYUKQV, 2003).

3.3.1 COMPOSTOS ORGANICOS DE SELENIO

Levando em consideragcao seus efeitos favoraveis a saude humana,
diversos compostos contendo selénio vém sendo estudados e debatidos na
literatura cientifica.

Entre as pesquisas, se encontra o disseleneto de difenila (PhSe)2
(FIGURA 13) um composto orgénico de selénio, que demonstrou ter
propriedades antioxidantes (MEOTTI et al., 2004), neuroprotetoras (POSSER et
al., 2008), anti- inflamatodrias e antinociceptivas (NOGUEIRA et al., 2003;
SAVEGNAGO et al.,, 2007), além de efeitos antidepressivos e ansioliticos
(SAVEGNAGO et al., 2008; ACKER et al., 2009) e aprimoramento cognitivo em
roedores (ROSA et al., 2003; STANGHERLIN et al., 2008). Seu efeito
antinociceptivo envolve vias serotoninérgicas, sistemas nitrérgicos e receptores
de glutamato (ZASSO et al., 2005; SAVEGNAGO et al.,, 2007). No entanto, a
exposi¢ao crbénica a altas doses de (PhSe)2 causa efeitos adversos cerebrais e
teratogenicidade em camundongos (NOGUEIRA et al., 2004; FAVERO et al.,
2006).
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Se

Figura 13. Estrutura do (PhSe),. Retirado de
www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-diphenyl-diselenide-PhSe-2_fig1 27451356
1 acessado em 04 de abril de 2022.

Por este motivo foi elaborado o disseleneto de m-trifluorometil-difenil
(m- CF3—CsH4Se)2 (FIGURA 14), que é um analogo do (PhSe)2 com o adicional
de um grupo funcional CF3. A insercdo deste grupo funcional ocorreu na
expectativa de se obter um composto menos neurotdxico para camundongos
(NOGUEIRA et al., 2003). Suas propriedades farmacoldgicas sao abrangentes,
tendo demonstrado capacidade de atenuar a estereotipia induzida por
apomorfina (MACHADO et al, 2006), atividades antimutagénicas e
antigenotoxicas (MACHADO et al., 2009), antioxidante (PRIGOL et al., 2009) e
efeitos do tipo ansiolitico (BRUNING et al., 2009) e antidepressivo (BRUNING
et al, 2011; 2015). Uma atividade anticonvulsivante, igualmente foi
identificada, sugerindo essa molécula como potencial tratamento de criancas
que apresentam convulsdes (MAGNI et al., 2012). Efeito anti-inflamatério, do
mesmo modo, foi analisado em um modelo induzido por CFA, que indicou uma
possivel associagdo entre mecanismos periféricos e centrais (ARAUJO et al.,
2020). Sua atuacdao também abrange a antinocicepgao, tendo demonstrado
efeito em modelos de nocicepgao quimica (testes de capsaicina e acido
acético) e térmica (testes de placa quente e imersdo de cauda) em
camundongos, sem modificar a sua atividade locomotora. Uma de suas
caracteristicas promissoras advém do fato de que sua administragcao repetida
desencadeia efeitos farmacolégicos antidepressivos, ansioliticos e
antinociceptivos, sem desenvolver tolerancia e dependéncia, que estao entre
os principais efeitos adversos da morfina (ROSA et al., 2017). Outro estudo

atestou efeitos antidepressivos e anti-hiperalgésicos em um modelo de
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comorbidade de dor-depressdo induzida por reserpina em camundongos,
tendo possivelmente uma relagdo com a reducdo dos parametros de estresse
oxidativo, proteinas apoptoticas e dos niveis de glutationa redutase (GR) no
hipocampo de camundongos (GARCIA et al., 2021). A agdo do composto é
relacionada com o sistema opioide (BRUNING et al., 2010), gabaérgico
(MAGNI et al., 2012) e serotoninérgico (BRUNING et al., 2014).

CFy
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Figura 14. Estrutura do (m-CF;—C¢H,Se),. Retirado de
https://link.springer.com/article/10.1007/s11010-012-1328-5 acessado em 04 de abril de 2022.

Outro composto orgénico de selénio que demonstrou diversos efeitos
favoraveis foi o a-(fenilselanil) acetofenona (PSAP) (FIGURA 15), que
apresentou reversdo de comportamento depressivo, ansiogénico e hiperalgésico
induzido por lipopolissacarideos (LPS). Esse efeito foi acompanhado pela
reversdo das alteragdes induzidas pelo LPS em mediadores inflamatérios
cerebrais, por meio da reducao da ativacdo da proteina quinase p38 ativada por
mitogeno (p38 MAPK) e p65NF-kB (uma subunidade do complexo de transcrigao
NF-kappa-B), além de modular a restauragdo dos niveis de COX-2 e fator
neurotrofico derivado do cérebro maduro (mBDNF). Dessa forma, o PSAP se
expressou como uma molécula promissora no tratamento de transtornos de
humor associados a dor (SOUSA et al., 2019; 2018). Além disso, o PSAP néo
apresenta toxicidade aguda ou cronica ( CASARIL et al., 2015 ; GERZSON et al.,

2012).
)

O
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Figura 15. Estrutura PSAP. Retirado de Sousa et al., 2017.

O disseleneto de p, p'-metoxil-difenil [([OMePhSe)2] (FIGURA 16), por sua
vez, € uma molécula de organica de selénio que possui propriedades
farmacologicas (NOGUEIRA; ROCHA, 2011; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004)
e baixo potencial toxicolégico (MARCONDES-SARI et al., 2017). Sua atuacgéo
em modelos de nocicepcdo foi muito bem relatada e foi bastante promissora
(JESSE; ROCHA; NOGUEIRA; SAVEGNAGO, 2009; OLIVEIRA et al., 2016;
SARI et al.,, 2017). Além disso, seu efeito antinociceptivo esta associado a
modulagao de diferentes sistemas de neurotransmissores, a ativacao/inibicao de
vias moleculares e potencial antioxidante (JESSE; ROCHA; NOGUEIRA;
SAVEGNAGO, 2009; OLIVEIRA et al., 2016), sugerindo um perfil de composto
multialvo. No estudo de Marcondes-Sari e colaboradores (2018), foi visto que o
composto reduziu o comportamento de dor crbénica induzida pela cirurgia de
ligadura parcial do nervo ciatico (PSNL), um modelo de dor neuropatica em
camundongo, ademais diminui os teores de proteinas inflamatorias e proteinas

apoptoticas, no coértex lateral cerebral de camundongos.
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Figura 16. Estrutura [([OMePhSe)2]. Retirado de Oliveira et al., 2016.

Ademais, o composto disseleneto de 2,2 -dipiridil (DPD) (FIGURA 17), um
disseleneto contendo o anel piridina , destacou-se pelo seu efeito antioxidante e
menos efeitos toxicoldgicos quando comparado a outros disselenetos de diaril
dissubstituidos (LUCHESE et al.,, 2012). Também foi relatado efeitos anti-
inflamatdrios e antinociceptivos, tendo seu modo de agéo associado a atenuagao
dos niveis de mediadores inflamatdrios. Resultados de Rosa e colaboradores
(2018) demonstraram que este composto pode ser utilizado no tratamento de
dor, principalmente em condi¢des inflamatdrias.
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Figura 17. Estrutura DPD. Retirado de Luchese et al., 2012.

Dessa forma, podemos confirmar a importancia dos efeitos ocasionados
pelos compostos organicos de selénio. Maiores estudos devem ser realizados
para um maior entendimento de suas propriedades farmacolégicas e mecanismo

de acao.

3.4 BENZAMIDA

A benzamida (FIGURA 18) é derivada do acido benzoico, e foi descoberta
através de uma simplificagdo molecular da cocaina (BARREIRO; FRAGA, 2014).
Ao longo dos anos demonstrou relevéncia para a area farmacéutica. As
benzamidas sdo bem conhecidas por seus diversos efeitos farmacologicos,
englobando propriedades antimicrobianas, antiparasitarias, anestésicas,
antiarritmicas, analgésicas, antipsicéticas e antidepressivas (GURGU et al.,
2017). Sua atividade esta ligada ao sistema dopaminérgico, sendo normalmente
relacionada aos receptores D2 e D3 e promovendo um aumento nos niveis de

dopamina na fenda sinaptica (PANI; GESSA, 2002. PERRAULT et al., 1997).

O
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Figura 18. Estrutura molecular da benzamida. Retirado de

https://pt.wikipedia.org/wiki/Benzamida acessado dia 4 de abril de 2022.
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3.5 SePB

Com base nas propriedades farmacologicas identificadas dos compostos
organicos de selénio e dos compostos contendo o nucleo benzamida foi
desenvolvida a molécula benzamida N-(3-(fenilselanil)prop-2-in-1 -ilica (SePB)
(FIGURA 19).

Se

Figura 19. Estrutura da SePB. Retirado de Besckow et al., 2020.

Em um estudo recente, a SePB demonstrou efeito antidepressivo em
camundongos e este efeito foi relacionado a uma interagdo com os receptores
serotoninérgicos (BESCKOW et al., 2020). Levando em consideragao que existe
um envolvimento do sistema serotoninérgico na nocicepgdo (MILLAN, 2002),
nosso estudo se baseou em investigar o efeito antinociceptivo do composto e o

seu envolvimento com receptores de 5-HT.
3.6 TESTES IN VIVO E DOR

O uso de modelos animais possibilitou descobertas que permitiram o
tratamento de diversas doencgas, o uso terapéutico de antibibticos, além do
desenvolvimento de técnicas de transplantes de 6rgaos e farmacos anestésicos,
antidepressivos, entre outros (FAGUNDES; TAHA, 2004; ANDRADE, 2006). Nos
ultimos anos, houve evolugao no estudo de métodos alternativos, s6 que apesar
disso, ainda existem evidentes vantagens no uso de modelos animais,
principalmente pelo fornecimento de informagdes sobre o organismo como um

todo, fato que ndo se consegue com outros métodos (HEYWOOD, 1987;
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SALEN,1995). Além do mais, estudos em animais possuem a vantagem de
controlar possiveis fontes estranhas na variabilidade nos dados.

O camundongo foi introduzido como animal de laboratério no ano de
1909, quando o pesquisador Clarence Cook Little iniciou a produ¢ao de uma
linhagem geneticamente pura a partir de um casal portador de mutacdes
recessivas para genes responsaveis pela heranga da cor da pelagem. Através
de acasalamentos entre irmdos por 20 geragdes consecutivas, foi obtida a
primeira linhagem consanguinea que foi nomeada DBA, e seu uso foi
popularizado pelo fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo de gestacao
curto, ser de facil domesticacdo e manutencdo (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA,
2002), além de permitir diversas vias de administracdo de farmacos. Ademais,
existem semelhangas genéticas entre as espécies, uma vez que 99% dos genes
humanos foram mapeados em camundongos. Como esperado, os modelos
animais também possuem lugar cativo no estudo da dor. O estudo experimental
requer o uso de estimulos apropriados para provocar a sensacao dolorosa,
devendo estes serem quantificaveis, reprodutiveis e ndo invasivos (LINEBERRY,
1981; BEECHER, 1957). Os sintomas de dor especificos observados em
camundongos variam entre as diferentes linhagens, mas no geral apresentam:
aumento do tempo de sono, perda de peso/desidratacido, piloerecdo, postura
encurvada, isolamento social e vocalizagdo quando manuseados (RIVEIRA
2002). A auséncia de comunicagao verbal é um obstaculo incontornavel para
avaliacdo da dor animal, por este motivo a anadlise é realizada a partir de
manifestagcbes comportamentais, entre elas, o ato de chorar ou gemer. Apesar
disto, € muito mais dificil afirmar que o animal ndo esteja sofrendo com a dor,
mesmo que n&o apresente nenhum sintoma tipico. Descrigbes dos sinais
dolorosos em mamiferos foram publicados em contexto veterinario ou de
bem-estar animal durante os anos, sendo ressaltado que cada espécie possui
caracteristicas Unicas e por tal, expressa a experiéncia dolorosa de formas
diferentes. Para que a analise dos estudos ocorra da forma mais precisa
possivel, existe um crescente interesse de descricdes dedicadas separadamente
para cada espécie, com o intuito de refinar os sinais clinicos (BAUMANS et al.,
1994; MORTON; GRIFFITH, 1985).
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Um estudo realizado por Sherrington, designou o termo “reflexos
psicoafetivos" para respostas motoras basicas, como retirada, partida,
contraturas, entre outras reagbes neurovegetativas, com intensificacdo de
manifestacbes como taquicardia, hipertensdo arterial, hiperpneia, midriase,
vocalizagdes, entre outras (SHERRINGTON, 1906). Outras formas de se
identificar o estimulo doloroso € a partir da percepcao de habilidades motoras
condicionadas, como a prevengéo tanto de lesdes futuras, como do agravamento
das lesdes existentes. As reacgdes relacionadas sdo: desconfianga dos objetos
responsaveis pela experiéncia dolorosa, reacdo de evitagao, agressividade ou
mudangas comportamentais, sejam elas sociais, alimentares, sexuais e outros.
Se o estimulo for suficientemente intenso, a reagdo sera de fuga ou ataque.
Zimmermann definiu a dor animal como: "uma experiéncia sensorial aversiva
causada por dano real ou potencial que causa respostas motoras e vegetativas
protetoras, que leva ao aprendizado do comportamento de evitacdo e pode
modificar o comportamento especifico da espécie, incluindo seu comportamento
em sociedade” (ZIMMERMANN, 1986).

Ainda que, nos primeiros anos nao existisse uma regulamentagao
especifica, em 1970, o Congresso dos Estados Unidos atualizou o Animal
Welfare Act (AWA) exigindo “cuidados veterinarios adequados, incluindo o uso
apropriado de drogas anestésicas, analgésicas ou tranquilizantes, quando tal
uso fosse apropriado na opinido do veterinario responsavel” (LAW, 1970), além
de prezar pela prevencgao e alivio da dor como um imperativo ético (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL et al. 2010).

3.6.1 TESTES NOCICEPTIVOS AGUDOS
3.6.1.1 ESTIMULOS TERMICOS

Testes nociceptivos para avaliagdo da dor aguda, baseiam-se em
estimulos que possuam a capacidade de causar situagdes dolorosas que
provoquem alteragdes comportamentais e neuroenddcrinas que podem ser
avaliadas e mensuradas, e para tal, o estimulo térmico é um dos principais
estimulos utilizados. Entre os testes que se utilizam desse ideal, estdo o teste da

chapa quente, descrito pela primeira vez em 1944 por Woolfe e Macdonal
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(FIGURA 14), em um artigo sobre a avaliagdo da ag¢ao analgésica do hipocloreto
de petidina (WOOLF; MACDONALD, 1944) e o teste de imersdo da cauda
(FIGURA 15), descrito por Janssen em 1963 (JANSSEN, 1963). Ambos os testes
consistem no uso de equipamentos que geram calor, que, ao entrar em contato
com o animal, proporcionam a sensac¢ao de “queimagao”, e com isso, incentivam
a execucao de manifestacbes comportamentais com a intengao de repelir o

estimulo doloroso.

Figura 20. Representacdo do teste da chapa quente. Utilizado na
temperatura de 52 graus celsius, tendo como cut-off o tempo de 10 segundos. Retirado de
steemit.com/science/@prettyjules158/evaluation-of-the-analgesic-effects-of-caladium-bicolour-using-al

bino-rats-and-mice acessado em 30 de outubro de 2021.
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Figura 21. Representacdo do teste de imersdo da cauda. Utilizado na temperatura de 52

graus celsius, tendo como cut-off o tempo de 10 segundos. Retirado de
https://www.researchgate.net/figure/Tail-immersion-test-on-mice_fig11_301654749 acessado em 30
de outubro de 2021.

3.6.1.2 ESTIMULOS MECANICOS

Os estimulos mecanicos, por sua vez, sdo bem difundidos para avaliagao
da dor aguda, tendo diversos testes nociceptivos baseados na hiperalgesia
causada pela pressao crescente. Como exemplo temos os testes de Randall e
Sellito (FIGURA 16) e o teste de Von Frey. Ambos se utilizam de equipamentos
que geram um aumento linear da forga (em gramas) sobre a superficie dorsal da
pata do animal (RANDALL, 1957; MOLLER; JOHANSSON, 1998).
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Figura 22. Representacdo do teste de Randall e Sellito. Disponivel em

https://www.neurofit.com/tech-anim-paw-pressure.html visitado dia 30 de outubro de 2021.

Testing area

Figura 23. Demonstragao do teste de Von Frey (A) e demonstracéo da area de contato com o

equipamento (B). Retirado de https://bio-protocol.org/e1933 acessado em 30 de outubro de 2021.
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3.6.1.3 ESTIMULOS QUIMICOS

Os testes nociceptivos também se utilizam de estimulos quimicos. Entre
eles se encontram o teste da formalina descrito por Hunskaar e Hole (1987) e o
teste da injecao de glutamato na pata, desenvolvido por Beirith, Santos e Calixto
(2002). O principio utilizado € a administragcédo de um agente algico e o tempo
gasto lambendo ou mordendo a pata € considerado como indicativo de
nocicepgao (FIGURA 24). Nestes modelos pode -se avaliar parametros

inflamatorios da dor.

Figura 24. Representacao da reagdo nociceptiva causada no camundongo. Retirado de
https://docplayer.com.br/83877221-Universidade-estadual-de-feira-de-santana.html visitado dia
05 de maio de 2022.
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3.6.2 TESTES NOCICEPTIVOS CRONICOS

Testes nociceptivos demandam do uso de modelos animais para a
compreensao e fisiopatologia de doengas humanas, possibilitando o
desenvolvimento de novas drogas e terapias. Em particular, o estudo da dor
cronica depende de modelos animais pré-clinicos que viabilizem a avaliagao de
suas complexidades sensoriais e psicolégicas. Para tal, se torna essencial
recriar a condicdo dolorosa nestes animais. Sendo assim, alguns métodos
podem ser utilizados, como procedimentos cirurgicos ou administracbes de

agentes quimicos.

3.5.2.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Entre os procedimentos cirurgicos encontra-se a axotomia (JAGGI; JAIN;
SINGH, 2011), onde o animal é anestesiado e 0 nervo ciatico comum exposto e
lesado ou removido, induzindo a denervagao completa do membro, levando ao
desenvolvimento de um quadro de dor cronica e comportamento de autotomia
(automutilagao), e a constricdo crénica do nervo ciatico (BENNETT; XIE, 1988),
onde sob anestesia, se realiza a exposicado do nervo ciatico e seu posterior
afrouxamento, neste caso, levando o animal a desenvolver comportamentos que

remetem a DN.

3.5.2 2 AGENTES QUIMICOS

A administragcado de agentes quimicos, da mesma forma, pode criar o quadro

algico desejado para reproduzir a doenga humana. Sabendo que a dor cronica pode

surgir da inflamagao persistente, modelos animais passam pela aplicagdo de um

agente quimico, como o adjuvante completo de Freund (CFA), carragenina ou
reserpina (MARTIN et al., 1984; NAGAKURA et al., 2009; STEIN et al., 1988). Cada

substancia produz um tempo unico de resposta a dor, desde reacdes que duram

minutos (por exemplo, formalina) a semanas, permitindo estudos de curto a longo
prazo (ZHANG E REN, 2011).
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4 MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico, publicado na Chemico-Biological Interactions, o qual se
encontra assim organizado: Resumo, introdugdo, materiais e métodos, resultados,

discussao, conclusao e referéncias.
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available drugs for pain treatment are not fully effective and have many adverse effects. Therefore, there is a
need to obtain new analgesic compounds. This study evaluated the antinociceptive effect of N-(3-(phenylselanyl)
prop-2-yn-1-yl)benzamide (SePB), an organoselenium compound containing the benzamide moiety, through
time (15-120 min) and dose-response (1-50 mg/kg) curves in thermal and chemical mice models of nociception,
as well as the involvement of the serotonergic system in this effect. The open-field test (OFT) was carried out to
assess locomotor activity. SePB (10 mg/kg) induced an increase in the latency to nociception response in the tail
immersion test from 30 min. In the dose-response curves, SePB at different doses reduced latency time to
nociceptive response in the tail immersion and hot plate tests, and reduced the licking time in the glutamate test,
demonstrating antinociceptive effect, without altering the locomotor activity of mice. WAY100635 (0.5 mg/kg,
subcutaneously, a 5-HTya receptor antagonist), ketanserin (0.3 mg/kg, intraperitoneally, a 5-HT 24 2¢c receptor
antagonist), but not ondansetron (0.5 mg/kg, intraperitoneally, a 5-HT3 receptor antagonist), administered 15
min before SePB, prevented the increased latency to nociceptive response induced by SePB in the tail immersion
test, demonstrating that 5-HTy4 and 5-HT2a 3¢ receptors are involved in the antinociceptive effect of SePB. Upon
more studi luating SePB antinociceptive effects in chronic pain models and its toxicity, this compound could
be indicated as an interesting molecule to treat pain.

1. Introduction

suffering, in physical and psychological terms, but also in terms of so-
cioeconomic impact, pushing the pain treatment to a therapeutic pri-

From a neurobiological perspective, pain has a protective character,
indicating possible harmful stimuli, knowing as nociceptive pain.
However, it also could be a result of tissue damage associated with
inflammation, or damage to nervous system, called inflammatory and
neuropathic pain, respectively, occurring spontaneous pain and pain
hypersensitivity [1]. In this context, pain is considered one of the
problems that most affect public health, not only because of the patient

ority [2].

The available drugs for pain treatment are not completely effective,
also presenting several side effects, such as cardiovascular and gastro-
intestinal problems, which induce patients to interrupt the treatment
[3]. Therefore, it is essential to obtain new therapies that have greater
effectiveness and fewer side effects, increasing treatment adherence,
and consequently, improving the quality of life of patients.
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Benzamide is a derivative of benzoic acid and was discovered
through molecular simplification of cocaine [4], having great relevance
in the pharmaceutical area, due to its biological effects such as antimi-
crobial, antiparasitic, analgesic, antipsychotic and antidepressant [5-2].
Selenium, on the other hand, has several known effects on human
health, such as protection of the cardiovascular system [Y], modulation
of the inflammatory response [10], anti-infectious activity [11], and its
deficiency has been associated with mood disorders, such as depression
and anxiety [12], as well as with the development of neurodegenerative
diseases [12]. Interestingly, organic selenium compounds have been
presenting many pharmacological properties [14-19], including anti-
nociceptive effect [20-23].

Based on the pharmacological properties that organic selenium
compounds and compounds cc ining the b ide core have
demonstrated, mainly the analgesic effect, the aim of this study was to
evaluate the antinociceptive effect of N-(3-(phenylselanyl) prop-2-yn-1-
yl)benzamide (SePB) (Fig. 1), a benzamide compound containing sele-
nium, in different mouse models of nociception. In a recent study, SePB
demonstrated antidepressant-like effect in mice and this effect was
related to an interaction with the serotonergic receptors [24]. The
modulation of the nociceptive response involves several neurotrans-
mitter systems, including the serotonergic system [25], especially in the
descending modulation pathway [26]. Therefore, we also investigated
the involvement of different serotonin (5-HT) receptors in the anti-
nociceptive effect of SePB.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult Swiss mice, between 25 and 30g, from the Central Bioterium of
the Federal University of Pelotas, were used. All behavioral tests were
performed with male mice, separated into groups and each one was used
only once. The mice were kept at 22 + 2°C, ina cycle of 12 h light/12h
dark, until the moment of the behavioral analysis, with free access to
water and food. The experiments were conducted according to the
standards of the UFPel Animal Ethics and Welfare Committee (CEEA
4903-2017), affiliated with the Animal Experiments Control Council
(CONCEA) and according to the Guide of the National Institute of Health
for the care and use of laboratory animals (NIH Publications No. 8023,
revised in 1978). Every effort has been made to minimize the suffering of
the animals and to reduce the number of animals used in the experi-
ments. The animals were euthanized at the end of the behavioral test,
after administration of an excess of isoflurane. A number of 7-11 ani-
mals were used in each group in the different tests. The mice that
exceeded the cut-off time in the tail immersion test and hot-plate test
and the mice that the glutamate solution leaked from the paw during the
injection in the glutamate test were not used in the analysis.

2.2. Drugs

SePB was synthesized at the Synthesis and Application Center for
Organic and Inorganic Compounds (NUSAACOI), Federal University of
Fronteira Sul (UFFS), according to Balbom et al. [54]. The compound
had its structure determined and confirmed by techniques of 'H NMR
and !'3C NMR, low resolution mass spectrometry (MS) and

(¢}

N
11\

Se

Fig. 1. Chemical structure of N-(3-(phenylselanyl)prop-2-yn-1-yllbenza-
mide (SePB).
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high-resolution mass spectrometry (HRMS). Yield 0.069g (87%). Yellow
solid. '"H NMR: CDCls, 400 MHz, s(ppm): 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 2H),
7.52-7.46 (m, 3H), 7.40-7.36 (m, 2H), 7.30-7.23 (m, 3H), 6.69 (s, br.,
1H), 4.46 (d, J = 5.5 Hz, 2H). '*C NMR: CDCl3, 100 MHz s(ppm): 167.1,
135.7,133.7,131.6,129.5,129.3,128.5, 127.2, 127.0, 99.1, 63.7, 31.3.
FTIR (neat), cm™': 3297, 3058, 2926, 2179, 1640, 1601, 1531, 1475,
1020, 965, 729, 686. MS (EL, 70 eV): m/z (relative intensity): 315 (3),
238 (5), 210 (13), 158 (42), 115 (8), 105 (100), 77 (50), 51 (14). HRMS
caled for C1gH13NOSe: [M]™ 315.0162. Found [M+H]™ 316.0236 [54].
N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]--
N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide maleate salt (WAY100635),
ketanserin, ondansetron and sodium glutamate were purchased from
Sigma Chemical Co (St. Louis, Missouri, USA). The doses used were in
accordance with other published articles [22,27]. All drugs were dis-
solved in saline, except SePB, which was dissolved in canola oil. SePB
was administered intragastrically (i.g.) to mice in a constant volume of
10 ml/kg of body weight.

Glutamate (sodium r-glutamate 1-hydrate), used in the behavioral
test of glutamate in the paw, was dissolved in saline water at a con-
centration of 20 pmol, 20 pl/paw, according to Ref. [28].

2.3. Behavioral tests

2.3.1. Open-field test (OFT)

The open-field test (OFT) was performed before the nociceptive tests,
with the objective of verifying the effects of drug administration on the
locomotor and exploratory activity of the animals and check that the
results obtained in those tests did not occur due to changes in the motor
activity of mice. The OFT consisted of an open-field arena made in a
plywood box and surrounded by 30 em high walls to prevent the animal
from escaping. The open-field floor has a 45-cm long and 45-cm wide
surface, divided into nine quadrants, with identical measures. Each
animal was positioned individually in the center of the arena and the
number of crossed segments and the number of rearing movements,
where the animal rests on its hind legs (exploratory character of the
animal) were counted for a period of 4 min [29]. The test was performed
4 min before the tail immersion test in the time (Fig. 2A) and
dose-response (Fig. 2B) curves and in the evaluation of the involvement
of 5-HT receptors in the antinociceptive effect of SePB (Fig. 2D), in the
same animals that performed the tail immersion test.

2.3.2. Tail immersion test

The tail immersion test is based on the immersion of three and a half
centimeters of the mouse’s tail in water at 52 °C in a water bath
equipment, and recording of the nociceptive response time, indicated by
the removal of the tail from the water [30]. The test was performed
initially before administration of the compound and later after admin-
istration, obtaining a delta latency value. A cut-off time of 10s was
established to avoid damage to the tail of animals.

This test was used to perform a time-response curve, where the dose
of 10 mg/kg (i.g.) of SePB was applied and the times of 15, 30, 60, and
120 min were followed for evaluation (Fig. 2A). A dose-response curve
was performed in the same way, where the doses of 1 mg/kg, 10 mg/kg
and 50 mg/kg of SePB were evaluated, together with the control group.
The test was performed 30 min after administration of the compound
(Fiz. 2B).

2.3.3. Hot plate test

The hot plate test consisted of a zinc plate, heated to a pre-
established temperature, which in this experiment was 52 °C, and a
transparent dome on the plate to prevent the mice from escaping [31].
The experiment started at the moment the mice were placed on the
heated plate, and the time was counted until the moment the mice felt
the nociceptive stimulus. The signs of discomfort presented ranged from
sitting on the hind legs, licking, shaking, blowing the legs to cool them,
or jumping; from one or more of these reactions the test was completed.
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SePB 30 min
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D
Fig. 2. Schematic view of the experimental design. A: Ti p curve to

Dose-response curve to evaluate the antinociceptive effect of SePB in the tail immersion test; C: D

the antinociceptive effect of SePB 10 mg/kg, i.g., in the tail immersion test; B:
curve to the antinociceptive effect of SePB in

the hot plate test or glutamate test; D: Evaluation of the involvement of 5-HT receptors in the antinociceptive effect of SePB.

A cut-off time of 45s was established to avoid damage to the paws of
animals. The test was used to perform a dose-response curve, where
doses of 1 mg/kg, 10 mg/kg and 50 mg/kg of SePB were evaluated

8.0.1 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

together with the control group. The test was performed 30 min after the
administration of the compound (Fig. 2C).

2.3.4. Glutamate test

The glutamate test was performed according to Ref. [28]; consti-
tuting a nociception test caused by an algesic agent. The nociceptive
stimulus occurred by injecting a volume of 20 pL of glutamate (diluted in
saline) via intraplantar into the animal’s right hind legs. Consecutively,
after the administration of the chemical agent, the mice were placed
individually in a transparent observation compartment and analyzed
individually from 0 to 15 min. The time spent by animals licking or
biting the injected paw was recorded with a stopwatch and considered
an indication of nociception. The test was used to perform a
dose-response curve, where doses of 1 mg/kg, 10 mg/kg and 50 mg/kg
were evaluated, together with the control group. The test was performed
30 min after the administration of the compound (Fig. 2C).

2.4. Participation of the serotonergic system in the antinociceptive effect
of SePB

To test the hypothesis that SePB antinociceptive effect can be
mediated by its interaction with the serotonergic system, the mice were
pretreated with selective 5-HT receptor antagonists and subjected to tail
immersion behavioral testing. The antagonists WAY100635 (0.5 mg/kg,
subcutaneously, a 5-HT; 5 receptor antagonist), ketanserin (0.3 mg/kg,
intraperitoneally, a 5-HT24,2c receptor antagonist) or ondansetron (0.5
mg/kg, intraperitoneally, a 5-HT5 receptor antagonist) were injected 15
min before the administration of the SePB (10 mg/kg, i.g.). The tail
immersion test was performed 30 min after the administration of the
compound. The OFT was performed 4 min before the tail immersion test
(Fig. 2D). The doses and treatment schedule of 5-HT receptor antago-
nists were chosen based on previous research [22.27].

2.5. Statistical analysis

The experimental data are presented as mean + standard error of the
mean (S.E.M). The normal distribution of data was assessed using the
Shapiro-Wilk normality test. Comparisons between experimental groups
were performed by one-way or two-way ANOVA analysis of variance,
when appropriate, accompanied by the Newman-Keuls post-hoc test.
Probability values less than 0.05 (p < 0.05) were considered statistically
significant. All analyzes were performed using the GraphPad software

79

3. Result:
3.1. SePB antinociceptive effect on tail immersion test

A time-response curve (15-120 min) was performed to evaluate the
antinociceptive effect of SePB (10 mg/kg) in the tail immersion test. In
relation to locomotor activity of mice, evaluated in the OFT 4 min before
the tail immersion test, there were no significant changes in the number
of crossings [F (4,35) = 0.3693; p = 0.8289] and rearings [F (4,35) =
0.528; p = 0.7159] among the groups (lable 1), demonstrating that
SePB 10 mg/kg did not altered the spontaneous locomotor activity of
mice.

Regarding the tail immersion test, as shown in Fig. 3, SePB at the
dose of 10 mg/kg significantly increased the latency for tail removal
from 30 min after treatment [F (4, 35) = 5.019; p = 0.0026], demon-
strating an antinociceptive effect.

The dose-response curve of the antinociceptive effect of SePB in the
tail immersion test, was performed using doses of 1, 10 and 50 mg/kg.
These doses were pre-established based on previous results obtained
from pharmacological activities of different organic compounds con-
taining selenium (Briining et al., 2011; [32,33], as well on a previous
study demonstrating the antidepressant-like effect of SePB [24].

In relation to OFT, performed 4 min before the tail immersion test, no
significant changes were found in the number of crossings [F (3,31) =
1.467; p = 0.2426] and rearings [F (3,31) = 2.527; p = 0.0705]
(Table 2) in mice treated with different doses of SePB compared to the
control group, demonstrating that SePB does not cause alterations on
locomotion when administered at doses of 1, 10 and 50 mg/kg.

In the tail immersion test, SePB, after 30 min of treatment, induced
an increase in the latency to nociceptive response in all doses tested (1,
10 and 50 mg/kg) [F (3,31) = 8.761; p = 0.0002] (Fig. 4).

Table 1

Time-response curve of SePB (10 mg/kg) in the open-field test (OFT).
Groups Crossings Rearings
Control 68.50 + 7.01 3111 £ 242
15 min 64.75 + 8.69 31.50 + 4.62
30 min 61.44 + 486 31.14 £ 3.74
60 min 68.88 + 4.39 3367 £ 278
120 min 68.43 + 6.83 31.43 = 280

N: 7-9 animals per group. Groups 15 min, 30 min, 60 min and 120 min were
treated with SePB at the dose of 10 mg/kg and the control group was treated
with canola oil. The results are shown as mean + S.E.M.
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Fig. 3. SePB time-response curve in the tail immersion test. N: 7-9 animals per
group. Groups 15, 30, 60 and 120 min were treated with SePB at the dose of 10
mg/kg and the control group was treated with canola oil. The results are shown
as mean = S.EM. **p < 0.01 when compared with the vehicle-treated control

group ( ANOVA/N Keul's test).

Table 2

Dose-response curve of SePB in the open-field test (OFT).
Groups Crossings Rearings
Control 78.10 £ 6.08 37.11 £ 250
SePB 1 mg/kg 89.33 + 5.67 40.88 + 2.19
SePB 10 mg/kg 80.22 + 6,12 38.56 + 1.78
SePB 50 mg/kg 71.13 £ 6.62 3222 + 255

N: 8-10 animals per group. The results are shown as mean + S.E.M.
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Fig. 4. SePB dose-response curve in the tail immersion test. N: 8-10 animals
per group. The control group was treated with canola oil. The results are shown
as mean + S.E.M. **p < 0.01 and ***p < 0.001 when compared to the vehicle-
treated control group (one-way ANOVA/Newman-Keul's test).

3.2, Antinociceptive effect of SePB in the hot plate test

In the hot plate test, SePB increased the latency for the nociceptive
response of the animals, demonstrated by the movements of jumping or
licking the paws, in the doses of 10 mg/kg and 50 mg/kg [F (3,34) =
8.423; p = 0.0003] (¥ig. 5).

3.3. Antinociceptive effect of SePB in the paw glutamate test
In the glutamate test, the results corroborated the findings from the
other behavioral tests. SePB at doses of 10 mg/kg and 50 mg/kg reduced

the time the animal used to lick or bite the paw [F (3,35) = 7.566; p =
0.0005], demonstrating its antinociceptive effect in this test (Fig. 6).
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Fig. 5. SePB dose-response curve in the hot plate test. N: 9-10 animals per
group. The results are shown as mean + S.EM. *p < 0.05 and ***p < 0.001
when compared to the vehicle-treated control group (one-way ANOVA/New-
man-Keul's test).
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Fig. 6. SePB dose-response curve in the paw glutamate test. N: 9-11 animals
per group. The results are shown as mean + S.E.M. *p < 0.05 and ***p < 0.001
when compared to the vehicle-treated control group.

3.4. Participation of the serotonergic sy in the
of SePB

iceptive effect

The evaluate the involvement of specific serotonergic receptors in
the antinociceptive effect of SePB, mice were pretreated with the 5-HT
antagonists WAY100635, ketanserin and ondansetron before the
administration of SePB. No changes were observed in the locomotor
activity of the mice administered with SePB and/or WAY100635
(Table 3), ketanserin (Table 4) and ondansetron (Table 5) in the OFT,
performed 4 min before the tail immersion test.

As can be seen in Fi , the pretreatment of mice with WAY100635
(a 5-HTy 4 receptor antagonist) blocked the effect of SePB (10 mg/kg) on
the tail immersion test [interaction F (1,35) = 4.470, p = 0.0417].

The pretreatment of mice with ketanserin (a 5-HTua,2¢ receptor
antagonist) also blocked the SePB effect in the tail immersion test, as
seen in Fig. 8 [interaction F (1,34) = 6.559; P = 0.0150]. This shows that

Table 3

Effect of WAY100635 and/or SePB in the open-field test (OFT).
Groups Crossings Rearings
Control 80.30 + 3.94 26.22 + 3.25
WAY100635 8822 + 471 25,60 + 4.70
SePB 83.89 + 2.37 2436 + 2.39
SePB + WAY100635 86.45 + 5.40 25.89 + 2.41

N: 9-11 animals per group. The results are shown as mean + S.E.M.
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Table 4

Effect of ketanserin and/or SePB in the open-field test (OFT).
Groups Crossings Rearings
Control 66.50 + 3.59 27.63 + 0.82
Ketanserin 6080 + 2.43 25.00 + 2.27
SePB 7170 + 4.02 2570 + 1.97
SePB + Ketanserin 68.90 + 3.25 26.00 + 2.28

N: 8-10 animals per group. The results are shown as mean + S.E.M.

Table 5

Effect of ondansetron and/or SePB in the open-field test (OFT).
Groups Crossings Rearings
Control 59.40 £ 4.63 27.50 + 4.04
Ondansetron 67.22 + 8.40 30.33 £ 3.90
SePB 76.60 + 4.81 29.00 + 4.01
SePB + ondansetron 69.64 £ 2.02 28.30 + 252

N: 9-11 animals per group. The results are shown as mean + S.E.M.
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Fig. 7. Effect of WAY1006356 (selective 5-HT, receptor antagonist) on SePB
antinociceptive action in the tail immersion test. WAY100635 was administered
15 min before SePB and the tail immersion was performed 30 min after SePB
administration. N: 9-11 animals per group. The results are shown as mean + S.
EM. *p < 0.05, when compared to the control group; #p < 0.05, when
compared to the vehicle:SePB group (two-way ANOVA/Newman-Keul's test).

the antinociceptive effect of SePB is also related to the 5-HTa2a,2c
receptors.

When pretreating mice with ondansetron (5-HT; receptor antago-
nist), the effect of SePB was not blocked, suggesting that the anti-
nociceptive effect of SePB is not related to 5-HT3 receptor (Fig. 9) [main-
effect of SePB F (1,36) = 28.83; p < 0.0001].

4. Discussion

The results obtained through different behavioral tests of noci-
ception in mice in this study indicate for the first time that SePB pre-
sented an antinociceptive effect. In addition, it was evidenced that there
is an involvement of the serotonergic system in the antinociception
caused by this organoselenium compound, more specifically the re-
ceptors 5-HTy 4 and 5-HTap2c.

In the tail immersion test, SePB increased latency for mice tail
removal after 30 min of treatment at doses of 1, 10 and 50 mg/kg,
indicating an antinociceptive effect. In this test, the response to a ther-
mal stimulus is driven by spinal mechanisms [34,35], demonstrating
that SePB could act in the central nervous system (CNS).

The hot plate test is also a thermal test for nociception. This test
assesses the central pain mechanisms [35,26] and some results indicate
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Fig. 8. Effect of ketanserin (selective 5-HTz4,2c Teceptor antagonist) on SePB
antinociceptive action in the tail immersion test. Ketanserin was administered
15 min before SePB and the tail immersion was performed 30 min after SePB
administration. N: 8-10 animals per group. The results are shown as mean + S.
E.M. ***p < 0.001, when compared to the control group; ###p < 0.001 when
compared with the vehicle:SePB group (two-way ANOVA/Newman-Keul's test).
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Fig. 9. Effect of ondansetron (selective 5-HT; receptor antagonist) on SePB
antinociceptive action in the tail immersion test. Ond. ron was administered

15 min before SePB and the tail immersion was performed 30 min after SePB
administration. N: 9-11 animals per group. The results are shown as mean + S.

E.M. ***p < 0.01 and p < 0.001 when compared to the control group (two-way
ANOVA/Newman-Keul's test).

that the nociceptive response generated from hot plate test is supra-
spinatus [34]. Our results showed that SePB at doses of 10 mg/kg and
50 mg/kg were effective in increasing the latency to the nociceptive
response in mice. In this way, the effectiveness of SePB in the hot plate
test indicates that this compound acts in the spinal medulla and/or at
supraspinal level.

The glutamate test, in turn, was used as a chemical model of noci-
ception. Glutamate in the peripheral endings of small diameter afferent
fibers can contribute to the development and maintenance of pain.
Nociception induced by intraplantar injection of glutamate seems to
involve peripheral, spinal and supra-spinal sites and this action can be
mediated by N-methyl-p-aspartic acid (NMDA) and non-NMDA mecha-
nisms [28,37]. Acute administration of SePB at doses of 10 mg/kg and
50 mg/kg significantly reduced the painful response induced by intra-
plantar injection of glutamate, also demonstrating its antinociceptive
effect in this chemical model.

The wversatility of organoselenium compounds allows them to be
considered promising pharmacological agents, taking in account that
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they have been reported to present many biological properties, such as
anti-inflammatory, antidepressant, antioxidant and antinociceptive ef-
fects [16,17,21,38,39]. A recent study found that Se-[(2,2-dimethyl-1,
3-dioxolan-4-yl)methyl]4-chlorobenzoselenolate, an organoselenium
compound, promoted a reduced response to nociceptive stimuli in
chemical models applied to mice [32]. Another study suggested that 3,
5-dimethyl-1-phenyl-4- (phenylselanyl)-1H-pyrazole had a more sig-
nificant antinociceptive and anti-inflammatory effect compared to a
pyrazole containing sulfur in its chemical structure [40]. In addition, the
administration of another molecule containing selenium, diphenyl dis-
elenide ((PhSe)z), has been shown to decrease the thermal hyper-
nociceptive behavior in mice treated with bisphenol A (BPA), a product
widely applied in the plastics industry, and subsequently subjected to
the immersion tail and hot plate tests [41].

Futhermore, several studies have found that the pharmacological
effects of organoselenium compounds are associated with a modulation
of the serotonergic system [14,21,22,42]. A study carried out in 1996
proved that the administration of p-chlorophenylalanine (pCPA) - a
tryptophan hydroxylase inhibitor that causes marked depletion of ce-
rebral 5-HT - reduces the antinociceptive effect caused by the systemic
administration of paracetamol (acetaminophen) [42]. Since then,
several studies have reported similar results, helping us to understand
the critical role of the serotonergic system in modulating nociception
[21,22,44,45]. The serotonergic neurons in the raphe nucleus send
projections to various parts of the brain, where they are involved in
controlling mood, movement, emotions and feeling of pleasure. How-
ever, in addition to these ascending pathways, serotonergic cell bodies
located in the locus coeruleus and in the raphe nucleus also project into
the spinal cord, an area responsible for processing nociceptive signals
[46]. Activation of descending pathways from the raphe nucleus to the
dorsal horn mediated by 5-HT inhibits nociceptive transmission [47].

Interestingly, in a recent study with mice, it was found that SePB
presented an antidepressant-like effect, and this effect was related to a
modulation of serotonergic system, since antagonists of 5-HTy 4, 5-HT24,
ac and 5-HT3 receptors blocked the effect of SePB [24], which shows that
SePB could interact direct or indirectly with these receptors.

To elucidate whether the antinociceptive effect of SePB is related to a
modulation of the serotonergic system, selective 5-HT14, 5-HT24/2¢, and
5-HT3 receptor antagonists were administered to mice before SePB at the
dose of 10 mg/kg and the tail immersion test was performed. The in-
jection of WAY100635 (an antagonist of the 5-HT; 4 receptor) blocked
the reduction of latency induced by SePB in the tail immersion test,
indicating that the 5-HT; 4 receptor may have a fundamental role in the
antinociceptive effect demonstrated by SePB in this test. Studies have
shown that activation of this receptor can promote an antinociceptive
effect, and its analgesic effects are being widely researched in various
types of pain, including neuropathic, inflammatory, and visceral pain
[48]; Di et al., 2017.; [49].

Moreover, several studies also report that 5-HToa ¢ receptors are
involved in the modulation of nociception. While some studies show that
these receptors have a pronociceptive role, others have shown that their
activation can cause antinociception (Tao et al., 2019). Recently, a study
found that 5-HT2a ¢ receptors, located in the spinal cord, contribute to
somatic hyperalgesia induced by orofacial inflammation in mice [50],
although some authors demonstrated that the activation of 5-HT, re-
ceptors at spinal level causes antinociception [51-53]. Another study
found that by administering ketanserin, a 5-HT24 /2 receptor antagonist,
the acute antinociceptive effect of an organoselenium compound was
blocked [42]. Our results revealed that blocking the 5-HT2a2¢ receptor
with the administration of ketanserin prevented the antinociceptive ef-
fect demonstrated by SePB in the tail immersion test, indicating that the
5-HT a4 2 receptors are also involved in the antinociception elicited by
SePB.

The 5-HT3 receptor plays an important role in facilitating the
descending pain pathway, a critical modulator of nociception (Tao et al.,
2019), however, the antinociceptive effect of SePB was not prevented by
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the administration of ondansetron, a 5-HT; receptor antagonist, which
demonstrates that this receptor is not involved in the acute anti-
nociceptive effect of SePB.

None of the treatments with SePB and/or the antagonists caused
alteration in the locomotor activity of mice in the OFT, which demon-
strates that their performance in the behavioral tests of nociception was
not influenced by any alteration of locomotor activity.

5. Conclusions

As an outcome, our results demonstrated that SePB presents acute
antinociceptive effect in different mice models without affecting loco-
motor activity. This antinociceptive effect is closely related to the
serotonergic system, more specifically the 5-HT;a and 5-HTaaac re-
ceptors. Upon more studies evaluating SePB antinociceptive effects in
chronic pain models and its toxicity, as well binding studies to determine
if SePB directly interact with 5-HTys and 5-HTaas2c receptors, this
compound could be indicated as an interesting molecule to treat pain.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a administracdo da
SePB proporcionou efeito antinociceptivo em todos os testes comportamentais de
nocicepgao realizados, sem modificar a atividade locomotora. Um envolvimento do
sistema serotoninérgico na antinocicep¢do promovida por este composto, mais
especificamente os receptores 5-HT1a e 5-HT2a2c, foi observado.

Os testes baseados em modelos térmicos utilizados (teste da imersdo da
cauda e chapa quente) apresentaram a eficacia antinociceptiva do composto nas
doses de 1, 10 e 50 mg/kg, demonstrando que ha atuagédo sobre a medula espinhal
e SNC (YAKSH E RUDY, 1977; HUNSKAAR E HOLE, 1987). Ademais, alguns
resultados sugerem que a resposta nociceptiva produzida pelo teste da placa quente
€ supraespinhal (DEUIS, DVORAKOVA E VETTER, 2017). Outrossim, a eficacia de
compostos antinociceptivos em modelos de dor relacionados com o envolvimento da
medula espinhal é associada com a atenuagao da dor em humanos (GRUMBACH,
1966).

Este resultado pode estar ligado a uma possivel interagdo com os canais
catidnicos do potencial receptor transitério das proteinas (TRPV), pois estes, séo
responsaveis por produzir potenciais de acao em temperaturas acima de 42°C. Os
testes utilizados usavam como parametro a temperatura de 52°C, fazendo com que
0os animais submetidos tivessem os receptores do tipo TRPV2 ativados e os
estimulos térmicos transmitidos através dos canais TRPV3 e TRPV4, causando
nocicepcao (CATERINA et al., 1999). Os canais idnicos termossensiveis do TRPV
sdo alvos para o desenvolvimento de novas drogas, que atuam interferindo na
sensacao periférica de calor (HUANG et al., 2011).

O teste do glutamato na pata, por sua vez, foi utilizado como modelo
nociceptivo quimico e, do mesmo modo, apresentou bons resultados da SePB nas
doses de 10 mg/kg e 50 mg/kg. A nocicepcao induzida pela administracéo
intraplantar de glutamato parece envolver locais periféricos, espinhais e
supraespinhais, e esse efeito pode ser mediado por mecanismos
N-metil-D-aspartato (NMDA) e ndo NMDA (BEIRITH et al., 2002; MILLER et al.,
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2011). De acordo com Mujumdar e Misar (2004), o glutamato participa da modulagéo
da dor, sendo o principal neurotransmissor excitatorio e possuindo envolvimento com
a transmissdo nociceptiva através das fibras aferentes,bem como no
desenvolvimento e manutencéo da resposta a dor (PEREIRA et al., 2010).

Para avaliar os possiveis mecanismos de acao da SePB, foi realizado o teste
da imersdo da cauda em camundongos pré-tratados com diferentes antagonistas,
sendo estes, a ondasentrona (um antagonista seletivo do receptor serotoninérgico 5-
HT3), cetanserina (um antagonista seletivo do receptor serotoninérgico 5-HT2a2c) e o
WAY 100635 (um antagonista seletivo do receptor serotoninérgico 5-HT1a). A
administracdo de WAY 100635 e cetanserina atuam bloqueando o efeito da SePB e
consequentemente reduzindo a laténcia no teste nociceptivo, indicando que os
receptores 5-HT1a e 5-HT2a2c podem exercer um papel fundamental no efeito
antinociceptivo demonstrado pelo composto. Os camundongos tratados né&o
apresentaram alteracdo no comportamento de locomogao, no teste de campo
aberto, sugerindo que a agado antinociceptiva desse composto nédo foi devido a
disturbios motores. Esse dado é importante, pois altera¢des na atividade locomotora
pode interferir nos resultados dos testes de nocicepcao (WALSH; CUMMINS, 1976;
CAPIM et al., 2012).

As monoaminas, incluindo a 5-HT, estdo relacionadas a excitabilidade
talamocortical e modulagcdo inibitéria da dor, a partir da ativacdo de vias
descendentes presentes no nucleo da rafe e corno dorsal (FIELDS; BASBAUM,
1994; BRUNING et al., 2014). O uso de antidepressivos que modulam o sistema
serotoninérgico, como a imipramina, no tratamento da dor, corroboram com esta
informagdo (FISHBAIN et al., 2000; DUMAN et al.,, 2004). Antagonistas de
receptores da serotonina, sdo frequentemente usados para estudo da atividade
analgésica dos farmacos, e apresentam resultados relevantes. Estudos
demonstraram que a ondansetrona, bloqueou a analgesia induzida pela nifedipina
(HUNT et al.,, 1996) e inibiu o efeito analgésico do tramadol na dor aguda em
humanos (DE WITTE et al.,, 2001). Além disso, o tropisetron, um antagonista do
receptor 5-HTs, apresentou inibicdo do efeito antinociceptivo do paracetamol
(ALLOUI et al., 2002).

86



O receptor 5-HT1a tem sido implicado na promogédo da analgesia, e sua
relacdo esta sendo extensivamente estudada com diversos tipos de dor, incluindo
dor neuropatica, inflamatoria e visceral (LYUBASHINA et al, 2017; GAO et al., 2020).
Um ensaio realizado por Robles e colaboradores (1996) demonstrou uma possivel
interagcdo entre o sistema serotoninérgico e canais de potassio, pois, o efeito
antinociceptivo central de agonistas do receptor 5-HT1a (8-OH-DPAT, buspirona,
lesopitron e tandospirona) foi impedido pelas sulfoniluréias gliquidona e glipizide.

Os receptores 5-HT2a2c, por sua vez, possuem uma estreita relacdo com a
nocicepg¢ao, possuindo uma atividade dual, pois ao mesmo tempo em que alguns
estudos mostram que esses receptores tém um papel pro-nociceptivo, em
contrapartida, outros demonstram que sua ativacdo pode causar antinocicepg¢ao
(TAO et al., 2019). Evidéncias sugerem que os receptores 5-HT2a2c, localizados na
medula espinhal, contribuem para a hiperalgesia (XUE et al. 2020), embora outros
estudos afirmem que a ativacado dos receptores 5-HT2a2c em nivel espinhal cause
antinocicepgdo (BARDIN et al., 2000; OBATA et al., 2001; SEYREK et al., 2010).
Silva e colaboradores (2017) descobriram que o efeito analgésico agudo de um
composto organico de selénio foi bloqueado quando o antagonista do receptor
5-HT2a/2c foi administrado. Nossos resultados corroboram com essa informagéao.

Em contrapartida, a administragdo da ondasetrona, o antagonista do receptor
5-HT3s, ndo atuou sobre o efeito antinociceptivo da SePB. Segundo Tao et al. (2019),
o receptor 5-HT3 desempenha um papel primordial na facilitacdo do sistema
descendente da dor, principalmente no processamento nociceptivo periférico, uma
vez que, antagonistas seletivos desses receptores inibem a resposta nociceptiva
induzida por formalina ou por outros estimulos inflamatérios em ratos (GIORDANO;
ROGERS, 1989; OKAMOTO et al.,, 2004). Concluimos, com base na resposta
fornecida em nossos testes, que a atividade antinociceptiva da SePB nao possui
associagcao com os receptores do tipo 5-HTs.

O sistema serotoninérgico e sua associagao com o efeito farmacolégico de
compostos organicos vém sendo amplamente estudado (BRUNING et al., 2014;
ANVERSA et al., 2018; SILVA et al.,, 2017; PINZ et al.,, 2016). Os neurdnios

serotoninérgicos estdo associados a medula rostroventral e ao nucleo magno da
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rafe, de onde se ramificam para a medula espinhal, fazendo parte da via inibitéria
descendente da dor (MILLAN, 2002). O nucleo da rafe detém do maior nucleo com
fibras serotoninérgicas ascendentes que se projetam para o encéfalo e fibras
descendentes que se estendem para o bulbo e medula espinhal (DAHLSTROEM,;
FUXE, 1964). Com isso em mente, diversos estudos tém sido elaborados com a
intencdo de elucidar melhor o envolvimento do sistema serotoninérgico e suas
relagdes com a modulagao da dor por farmacos com agao analgésica.

Como descrito anteriormente, os opioides apresentam efeito analgésico
reconhecido. Evidéncias sugerem que existe uma forte interagdo entre os sistemas
serotoninérgicos e opioide na via descendente analgésica (Peng et al., 1996).
Trabalhos conduzidos durante os anos comprovam esta teoria. Foi constatado que a
liberacdo de 5-HT induzida pela estimulagdo da substancia cinzenta periaquedutal
promoveu a ativacdo de receptores 5-HT2 e 5-HT3 presentes em interneurénios
inibitérios, e atuava inibindo o corno dorsal da medula espinhal por mecanismos
dependentes da liberagédo de opioides (REYNOLDS, 1969; PENG et al., 1996).

Taber e Latranyi (1981), do mesmo modo, evidenciaram que os opioides e a
acao da 5-HT estava associada, pois a deplegao central de serotonina bloqueou o
efeito antinociceptivo de agonistas opioides. Neste trabalho foi avaliada a agao da p-
clorofenilalanina (PCPA), um inibidor da sintese de 5-HT, usando como referéncia
trés classes de analgésicos, sendo eles, agonista opioide (morfina),
agonista-antagonista opioide (pentazocina) e anti-inflamatérios nao-esteroidais
(aspirina e clonixina), no teste de retirada de pata de rato. O efeito analgésico de
doses equivalentes de cada um dos farmacos foi anulado apds a administragéo do
PCPA. A administracdo da 5- hidroxitriptofano (5-HTP), precursor da serotonina,
restaurou a atividade antinociceptiva de todas as drogas. Outro estudo realizado
comprovou que a administracdo de pCPA também reduz o efeito antinociceptivo
causado pela administragdo sistémica de paracetamol (acetaminofeno) (PINI,
SANDRINI E VITALE, 1996). Kimura e colaboradores (2014), por sua vez, atestaram
que a administracdo sistémica de morfina aumenta a liberagdo de 5-HT no corno
dorsal da medula através de ativagcdo dos neurbnios serotoninérgicos na medula

ventromedial rostral. Dessa forma, supomos que a SePB possui uma modulagéo
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semelhante e intrinseca a outros sistemas relacionados com a analgesia.

A vista disso, sabemos que existe uma interacdo entre o sistema
serotoninérgico e as vias descendentes da dor, sendo sustentado por outros
trabalhos elaborados (LI et al., 2019; XU et al., 2016; ANVERSA et al., 2018;
BRUNING et al., 2014). Por este motivo o fato de a SePB demonstrar um efeito
possivelmente modulado por receptores serotoninérgicos o torna um alvo
farmacoldégico viavel para o controle da dor.

Mais estudos devem ser realizados para melhor elucidar a relacdo dos efeitos
analgésicos da SePB com outros sistemas, incluindo os sistemas dopaminérgico,
adrenérgico, opioide e noradrenérgico. Esses resultados podem langar luz sobre o
possivel perfil de multiplos alvos do composto. Os compostos de multiplos alvos séo
relevantes pois as drogas de alvo unico nem sempre produzem o efeito desejado em
todos os sistemas bioldégicos, mesmo que inibam ou ativem com sucesso um alvo

especifico. (CSERMELY et al., 2005; BORAN; IYENGAR, 2010).
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6 CONCLUSAO

Nossos achados demonstram que a SePB tem efeitos analgésicos agudos em
diferentes modelos de nocicepgdo em camundongos sem afetar a atividade motora.
Este efeito analgésico esta intimamente relacionado ao sistema serotoninérgico, e
mais especificamente aos receptores 5-HT1a e 5-HT2a2c. Mais estudos elucidando a
modulacao do efeito analgésico da SePB e sua toxicidade, além de uma avaliagao
com modelos de dor crénica, deverao ser elaborados. Todavia, o composto pode ser

considerado uma molécula de interesse para o tratamento da dor.
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ANEXO |

Pelotas. 05 de outubro de 2017

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avalia¢iio do potencial farmacologico
de benzamidas selenopropargilicas ¢em modelos de dor ¢ depressio em
camundongos” processo niimero 23110.004903/2017-74, de responsabilidade de César
Augusto Bruning - que envolve a produgiio, manutengiio ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica {ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagfio Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua complementagio pela Comissio
de I'tica em Experimentagio Animal, em reunidio de 02/10/2017.

Finalidade ( X ) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizagio 05/10/2017 a 15/09/2020
Espécie/linhagem/raga Mus muscullus/Swiss

N? de animais 656

Idade 60 dias

Sexo 050 machos e 6 fémeas
Origem Biotério Central - UFPel

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo i CEEA,
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n® CEEA 4903-2017).
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