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A dor é uma sensacdo complexa, multifatorial e de carater protetor, mas quando
prolongada traz desconforto e reduz consideravelmente a qualidade de vida, requerendo
controle imediato. O tratamento farmacoldgico disponivel para essas condi¢cdes apesar de
eficiente é, muitas vezes, também limitado e insuficiente. Tendo isso em vista e considerando
o potencial farmacoldgico ja reportado de compostos organicos sintéticos de selénio, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antinociceptivo do p-cloro-selenoesterol (PCS), um
um derivado de selenoesterol, em modelos de nocicepcdo aguda em camundongos, assim
como propor mecanismos de acdo para este efeito e concomitante a avaliacdo de possiveis
efeitos tdxicos decorrentes de sua administracdo. Os resultados demonstraram que o0
tratamento com PCS (10 mg/kg, pela via intragastrica [i.g.]) reduziu significativamente o
comportamento nociceptivo tanto nos modelos de nocicep¢do quimica, teste das contorcdes
induzidas pelo &cido acético, teste do glutamato e teste da formalina, como no de nocicep¢édo
térmica, imersdo da cauda. O pré-tratamento dos animais com cafeina (3 mg/kg,
intraperitoneal [i.p.], antagonista ndo seletivo dos receptores adenosinérgicos), SCH58261 (3
mg/Kg, i.p., antagonista seletivo de receptores adenosinérgicos Aza), SCH23390 (0,05 mg/kg,
i.p., antagonista seletivo de receptores dopaminérgicos do subtipo D;) e sulpirida (5 mg/kg,
I.p., antagonista seletivo de receptores dopaminérgicos do subtipo D, e D3), reduziu a acéo
antinociceptiva do PCS. O pré-tratamento com os antagonistas do sistema serotoninérgico
(WAY100625, 0,7 mg/kg, i.p., antagonista seletivo de receptores do subtipo 5-HTy,
Ketanserina, 0,3 mg/kg, i.p., antagonista seletivo de receptores do subtipo 5-HT,anc, €
Ondasentrona, 0,5 mg/kg, i.p., antagonista seletivo de receptores do subtipo 5-HT3) e opioide

(naloxona, 1 mg/kg, subcutaneo, antagonista ndo-seletivo de receptores opioides) e a via do



Oxido nitrico (L-Arginina, 600 mg/kg, i.p., substrato da enzima Oxido nitrico sintase) ndo
alteraram o efeito antinociceptivo exercido pela administracdo do PCS. Aléem disso, o
tratamento com o PCS (10 mg/kg, i.g.) ndo causou alteracdo na atividade das enzimas
aspartato e alanina aminotransferase (AST e ALT, respectivamente), nem nos niveis
plasmaéticos de ureia, colesterol e triglicerideos, e na atividade locomotora e exploratéria dos
animais. Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que a administragdo do PCS
apresentou efeito antinociceptivo em distintos modelos animais de dor aguda, com possivel
participacdo dos sistemas adenosinérgico e dopaminérgico nesta acdo, sem desencadear

efeitos toxicos.

Palavras-chave: nocicepcdo, selénio, camundongos, sistema adenosinérgico, sistema

dopaminérgico.
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Pain is a complex, multifactorial and protective process essential to the preservation of
the integrity of the organisms, but when it becomes persistent its presence is devastating,
which considerably reduces the well-being and requires immediate interventions. However,
even the drug available therapy exerts relative efficacy, there are some limitations about its
use. Taking it into account and the potential pharmacological effects already been described
to synthetic organoselenium compounds, the aims of this study were to evaluate the
antinociceptive effect of a selenosteroid devirated, p-chloro-selenosteroid (PCS), in acute
animal models of nociception as well as to propose the mechanisms by which PCS elicits
antinociception and if treatment with PCS triggers any toxic effect. The results showed that
the administration of PCS (10 mg/kg, intragastrically, i.g.) significantly reduced nociception
behaviours in chemical nociception tests, writhing test induced by acetic acid, glutamate test
and formalin test, and thermal nociception test, tail-immersion test. Pre-treatment with
caffeine (3 mg/kg, intraperitoneally [i.p.], a non-selective antagonist at adenosinergic
receptors), SCH58261 (3 mg/kg, i.p., a selective antagonist at A2, adenosinergic receptors),
SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p., a selective antagonist at D; dopaminergic receptors) and
sulpiride (5 mg/kg, i.p., a selective antagonist at D, and e D3 dopaminergic receptors) caused a
reduction in the antinociceptive action of PCS. By contrast, pretreatment with WAY 100635
(0.7 mgl/kg, i.p., a selective antagonist at 5-HT; dopaminergic receptors), ketanserin (0.3
mg/kg, i.p., a selective antagonist at 5-HT,a»c dopaminergic receptors), ondasentron (0.5
mg/kg, i.p., a selective antagonist at 5-HT3; dopaminergic receptors), L-arginine (600 mg/kg,
i.p.) and naloxone (1 mg/kg, subcutaneous [s.c.], a non-selective antagonist at opiod
receptors) did not abolish the antinociceptive effect caused by PCS administration. Besides,

PCS administration did not caused any alteration neither in plasma aspartate and alanine



aminotransferase activities (AST and ALT, respectively), nor in plasma levels of urea,
cholesterol and triglycerides, as well as in locomotor and exploratory activities in the animals.
In conclusion, the results showed that PCS had antinociceptive action in different models of
pain without causing acute toxic effects in mice. The contribution of adenosinergic and

dopaminergic systems was demonstrated in PCS action.

Keywords: nociception, selenium, mice, adenosinergic system, dopaminergic system.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor

A dor faz parte da vida, estando presente ao longo de todas as etapas de
desenvolvimento do organismo, do nascimento & morte, dessa forma, tanto seres humanos
como demais seres vivos estdo sujeitos & mesma em algum momento de sua existéncia
(ROCHA et al., 2007). A palavra dor é derivada do latim dolore e do grego poine, as quais
significam penalidade ou punicdo (KERN, 1987), uma associacdo coerente, porém
incompleta, com a complexidade do estado da dor. Muito além disso, a dor é um processo
essencial para a sobrevivéncia, tanto que a insensibilidade parcial ou absoluta a esta, levando-
se em conta apenas condicdes fisioldgicas, esta relacionada com graves problemas, em menor
escala, como queimaduras e arranhdes, a estados mais intensos, como auto-mutilagdo ou
amputacdo. Reforcando sua importancia, desde 2000, considera-se a dor como o quinto sinal
vital, devendo ser analisada com a mesma relevancia das func¢Ges cardiorrespiratoria e térmica
(PEDROSO e CELICH, 2006).

Nos primérdios da raca humana, a visdo classica e aceita para a dor era meramente de
uma sensagdo que, por sua vez, conduziria a percepcdo de estimulos nocivos. Ao longo da
histéria, até o inicio do século passado, surgiram diferentes explicacBes para o fenbmeno
algico, bem como controvérsias a respeito de a dor ser uma sensacdo ou uma emocdo (KERN,
1987). Atualmente atribui-se a este fendmeno uma complexidade que ndo se esgota na
consciéncia de um estimulo, mas que se prolonga numa vertente de emogdes, atitudes e
comportamentos que traduzem a extensdo do sofrimento. De acordo com a Associagdo
Internacional para o Estudo da Dor (do inglés, IASP - International Association for the Study

of Pain) a definicdo mais completa para dor é:

“Dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a
uma real ou potencial les&o do tecido ou descrita em termos desta leséo. ”
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1.1.1. Definicao

A dor é um fendmeno biolégico complexo, de caréter essencialmente protetor,
resultante da modulagdo de diversos mecanismos periféricos e centrais, da superficie da pele
até os neurdnios do cortex cerebral, ndo se limitando apenas a mera transducdo de estimulos
pelo organismo (OLESEN et al., 2012). Juntamente com esta, estd a percepcdo dolorosa,
processo relacionado a eventos cognitivos e emocionais (JULIUS e BASBAUM, 2001).
Baseado nisso, se concebe a experiéncia dolorosa como multidimensional, privada e
particular, em outras palavras, subjetiva. Portanto, ndo somente aspectos neurofisioldgicos
como afetivos, emocionais e cognitivos devem ser considerados na sensacdo final
(ALMEIDA et al., 2004).

Uma vez esclarecida essa associacao, de que a dor além de uma sensacéo, atribuido ao
componente sensorial, também é uma experiéncia, ou seja, de influéncia conjunta com o fator
psicolégico, faz-se necessario diferenciar a mesma de nocicepcdo. Definida como
componente sensorial da dor, a nocicepgdo diz respeito mais precisamente as manifestacdes
neurofisioldgicas geradas pelo estimulo (TJOLSEN e HOLE, 1997). Sabe-se que 0 processo
nociceptivo engloba desde eventos como a deteccdo do estimulo, que pode ser de diferentes
origens, até a sua conducdo ao nivel do sistema nervoso central (SNC), onde esse estimulo
sera processado e devidamente respondido (BASBAUM et al., 2009). Essa definicdo torna-se
importante pois, embora estejam relacionadas, dor e nocicep¢do ndo sdo sindnimos. A
resposta a dor é cruzada, isto €, o estimulo fisico desencadeia um estado fisiologico, referente
a transmissdo nociceptiva, e o significado da dor uma resposta psicolégica (BARBOSA e
NETO, 2006).

Baseado nestes conceitos, embora controverso, o termo dor se aplicaria apenas para
humanos, enquanto que para 0s demais animais se atribui nocicepc¢do, em decorréncia do
envolvimento de componentes subjetivos na sensacdo final desta. Hellyer e colaboradores
(2007) afirmam que os aspectos cognitivos e emocionais encontram-se insuficientemente
desenvolvidos na maioria dos animais, e isso associado aos procedimentos pouco confiaveis
para identificacdo destes e a inabilidade de comunicagdo verbal reforcam o uso do termo
nocicepcao para animais (LE BARS et al., 2000). Apesar disso, a percepg¢éo sensorial da dor é
considerada igual para seres humanos e animais mais evoluidos, uma vez que ambos
apresentam estruturas anatdbmicas e mecanismos neurofisiologicos bastante semelhantes (de
GRAZIA e ANDREW, 1991).
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1.1.2. Dor Fisiologica

H& aproximadamente um século atras, Sherrington, um notavel pesquisador da area
neuroldgica, propds a existéncia dos nociceptores, um tipo de neurbnio sensorial primario
ativado por determinados estimulos (SHERRINGTON, 1906). De acordo com este modelo, os
nociceptores seriam dotados de caracteristicas que os diferenciavam dos demais neurdnios
sensoriais, e, de fato, estudos eletrofisiologicos confirmaram a existéncia desse tipo de
estrutura, que seria ativada por certos estimulos nocivos, como extremos de temperatura,
pressdo intensa ou agentes quimicos, e incapazes de detectar os estimulos indcuos
(BURGESS e PERL, 1967). Séo nessas estruturas periféricas, amplamente distribuidas pelo
corpo, que se inicia todo o fendmeno da dor. Dessa forma, o componente fisiologico desta, a
nocicepgao, expressa a percepcédo sensorial no SNC. De maneira simplificada, todo o processo
pode ser considerado como uma cadeia de trés neurénios (Figura 1), o neurdnio de primeira
ordem, originado na periferia e que se projeta para a medula espinhal, o neurénio de segunda
ordem, que ascende pela medula espinhal, e o neur6nio de terceira ordem, que se projeta para
o cortex cerebral (MESSLINGER, 1997).

——— o == = — — — o
: Cér?bro I
| y I
I [ Neuronio o 2 oraem | —g = |
| 7 I
| Medula éspinhal [
| /‘ !
| ) / I
R I
| / !
| |

Nociceptores periféricos

L e e o ot o i i ot i it s 1}

Figura 1. Representacdo da via aferente de transmisséo nociceptiva. Adaptado de KLAUMANN et al., 2008.

A percepcdo de estimulos nocivos inicia-se através dos nociceptores, também

conhecidos como terminagdes nervosas livres dos neurbnios primarios, 0s quais apresentam
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limiares mais elevados do que os demais receptores e respondem de forma proporcional a
intensidade do estimulo, tendo como fungdo a preservacdo da homeostasia tecidual
(ALMEIDA et al., 2004). De fato, reforcando essas ideias, a ativacao destes neurdnios limita-
se a existéncia de estimulos intensos, potencialmente prejudiciais ao organismo. Essas
estruturas estdo amplamente distribuidas por todo o corpo, desde na pele e mucosas até no
tecido conjuntivo de 6rgéos viscerais e peridsteo (ALMEIDA et al., 2004).

Os nociceptores se diferenciam entre si pela distinta sensibilidade a cada tipo de
estimulo e pelo diametro, grau de mielinizacdo e velocidade de conducdo da fibra aos quais
estdo associados (MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001) (Figura 2). Dos tipos
existentes de fibras, dois estdo principalmente relacionados com 0 processo nociceptivo, as
fibras do tipo Ad e do tipo C. As primeiras sdo de didmetro médio (2 a 6 mm), dotadas de
mielinizacdo intermediaria, velocidade de conducdo entre 12 e 30m/s e estdo relacionadas
com a percepcao de estimulos nociceptivos de origem térmica e mecanica. Enquanto que as
do tipo C séo fibras mais finas (0,4 a 1,2 mm), ndo mielinizadas, de conducéo lenta (0,5 a 2
m/s) e carater polimodal, ou seja, ativadas por estimulos nocivos de diferentes origens,
térmico, mecanico ou quimico (MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Essas
caracteristicas refletem diretamente na sensacdo nociceptiva, uma vez que as fibras do tipo Ad
sdo as responsaveis pela dor imediata e as do tipo C encarregam-se da sensacao prolongada e
difusa desencadeada pelo estimulo.

Uma vez ativados, 0s nociceptores transduzem o estimulo nocivo. As informacdes
nociceptivas sdo detectadas pelas terminacGes nervosas que transformam este estimulo
externo em sinais elétricos, ou seja, em potenciais de acdo. Esse processo é acompanhado pela
liberacdo local de diversos mediadores quimicos que facilitam a transmissdo da informacéo,
através de impulsos conduzidos pela fibra aferente, até a medula espinhal (HILL, 2001). Em
condicBes fisiologicas, tais mediadores podem ser provenientes de diferentes células
neuronais, como € o caso de neurdnios sensoriais ou simpaticos, ou ndo neuronais, tais como
células sanguineas, teciduais ou endoteliais. Em estados patoldgicos os mediadores podem ter
ainda outras origens, como é o caso de quadros inflamatérios ou infecciosos (BESSON,
1999).
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Figura 2. Representagdo das diferentes fibras de conducéo e seu tempo de resposta. (A) Mielinizagdo das fibras,
tipo de estimulo ao qual respondem; (B) Representacdo gréfica da velocidade de conducdo dos estimulos; (C)
Distingéo temporal da dor entre as fibras Ad e C. Adaptado de JULIUS e BASBAUM, 2001.

Diversos mediadores estdo associados com a génese e a transmissdao do estimulo
nociceptivo, entre 0s gquais se destacam 0s neurotransmissores excitatorios, principalmente o
glutamato (JULIUS e BASBAUM, 2001), éxido nitrico, apesar de sua dualidade na sensacédo
nociceptiva, que varia conforme a situacdo (CURY et al., 2011), peptideos, como a substancia
P (CUELLO et al., 1973; HARRISON e GEPPETTI, 2001) e as cininas (bradicinina e
calidina) (CALIXTO et al., 2000; CAMPOS et al., 2007), protons e derivados do acido
araquidénico (prostaglandinas e leucotrienos) (FERREIRA, 1972). Além disso, alguns
mediadores podem desencadear a ativacdo direta ou indireta de canais i0nicos voltagem-
dependentes e cascatas de proteinas quinase, culminando na alteracdo da permeabilidade da
membrana a ions, favorecendo a transmissdo dos impulsos elétricos ao longo das fibras
(MILLAN, 1999; WOOLF e SALTER, 2000; PARADA et al., 2003). Dessa forma, o
somatdrio da acdo desses mediadores € responsavel pela multiplicidade de eventos que
ocorrem durante a transmissdo da dor, tanto a nivel periférico quanto central
(WOLLEMANN, 2011).

Apos a transducdo do estimulo nocivo pelos nociceptores, os impulsos elétricos séo
conduzidos pelas fibras aferentes primarias & medula espinhal (Figura 3). E no corno dorsal
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desta, considerada area primaria de recebimento da maioria das informagdes somato-
sensoriais, onde ocorre a integracao inicial e a modulagdo da entrada do estimulo nociceptivo
ao SNC (COGGESHALL e CARLTON, 1997; ALMEIDA et al., 2004). As sinapses
nociceptivas, que ocorrem entre neurdnios de primeira ordem com neurbnios de segunda
ordem em regides especificas do corno dorsal, sdo mediadas principalmente por aminoacidos
e neuropeptideos excitatorios, como € o caso do glutamato, aspartato e substancia P (SORKIN
e CARLTON, 1997). A partir da integracdo dos impulsos, as vias nociceptivas aferentes ddo
origem a diversos modelos distintos de projecGes ascendentes, as quais se direcionam, direta
ou indiretamente, para estruturas corticais e supra-corticais (MILLAN, 1999, 2002;
ALMEIDA et al., 2004). Neste estagio, os componentes discriminativos, afetivos e cognitivos
sdo atribuidos ao impulso nociceptivo (RUSSO e BROSE, 1998).

I 1 e —-_— -_— - _— - —_— —— e} = = —-_— -} E— -_— L} d
Figura 3. Representagdo da via aferente primaria e sua ligacdo com a medula espinhal. Adaptado de
BARON et al., 2010.

Este complexo sistema de vias ascendentes inerva o talamo, o mesencéfalo, o sistema
limbico e a formag&o reticular, as quais realizam sinapses com neurdnios do cortex cerebral,
principal estrutura de percepg¢éo e integracdo da dor. Estes centros nervosos sdo responsaveis
pela identificacdo do foco da dor, atribuicdo de intensidade a mesma, bem como modular os
aspectos afetivos e cognitivos envolvidos no processo (ALMEIDA et al., 2004). Sendo assim,

apos a estimulacdo de diferentes nucleos do talamo, os sinais sdo transmitidos para diversas
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estruturas cerebrais, onde a informacdo do presente contexto é integrada com experiéncias
posteriores e interpretada para produzir a percepgéo da dor e promover a resposta adequada,
que € enviada para a medula espinhal através dos neurénios descendentes, os quais conduzem
o0 estimulo até a area de onde se originou o estimulo inicial (MILLAN, 1999).

O sistema de nocicepgdo envolve diferentes estruturas e é o resultado da interacdo de
varias vias anatdbmicas e neurofisioldgicas distintas. Atualmente se sabe que concomitante
com esse processo existem mecanismos intrinsecos que modulam negativamente a
intensidade do estimulo nociceptivo, conhecidos como sistema de analgesia endogeno
(MILLAN, 2002; DREWES, 2006). Desde a descoberta, por Wall (1967), de que os
neurbnios presentes em regides especificas da medula espinhal estdo sujeitos a modulagéo por
estruturas supra-espinhais, o entendimento do circuito modulatério descendente da dor tem
progredido consideravelmente (FIELDS e BASBAUM, 1999). Este sistema é composto por
um conjunto de diferentes interneurénios que geram um tipo de feed-back inibitdrio, seja pela
diminuicdo dos processos excitatorios e/ou pela estimulagdo de interneurénios inibitorios,
exercendo efeito supressor sobre o estimulo nociceptivo. Diversos mediadores, como 0s
neuropeptideos opioides (STEIN et al.,, 2003; FOORD et al., 2005), sistemas de
neurotransmissdo noradrenérgica (JONES, 1991), principalmente através de receptores o-2,
serotoninérgica (MILLAN, 2002), glicinérgica (LYNCH, 2004) , GABAérgica (ENNA e
MCCARSON, 2006), além de outros, estdo relacionados com este mecanismo modulatério,
podendo 0 mesmo ocorrer tanto a nivel medular como a nivel de estruturas supra-medulares
(LAMONT, 2000).

No que diz respeito a sua classificacdo, pode se distingui-la pelo estimulo de origem e
ainda pela sua duracgéo temporal. A dor pode ter diferentes origens, classicamente distintas em
quatro tipos principais: a “dor nociceptiva”, que se origina devido a estimulacdo excessiva dos
nociceptores localizados na pele, visceras e demais 6rgaos; a “dor neurogénica”, que reflete o
dano de tecido neuronal na periferia ou no sistema nervoso central (“dor central”); a “dor
neuropatica”, que acontece devido a uma disfungdo ou dano de um nervo ou grupo de nervos
e a “dor psicogénica”, de carater puramente emocional, que ndo é oriunda de uma fonte
somatica identificavel e que pode refletir fatores psicolégicos (MILLAN, 1999).

Em termos de duragdo temporal, podemos classificar a dor como transitéria, aguda ou
crbnica, estando cada uma delas relacionadas com o tipo e a intensidade do estimulo
desencadeante. A ativacdo dos nociceptores na auséncia de qualquer lesdo tecidual caracteriza
a dor transitéria, de carater protetor e limitado, que cessa assim que o estimulo desencadeante
se encerra (LOESER e MELZACK, 1999). Em contrapartida, a dor aguda, a qual tem duracéo
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de dias a semanas, esta presente em situacGes de dano tecidual, que geralmente vem
acompanhado por um processo inflamatorio, e pode ser considerada uma condicdo bioldgica
adaptativa para acelerar e favorecer o reparo tecidual e a cicatriza¢do, como, por exemplo, em
casos de pds-operatorio (LOESER, 2000; SCHAIBLE, 2006). Tanto na dor transitéria quanto
na dor aguda, a causa € bem definida e o curso temporal de ambas é limitado, podendo as
mesmas se extinguir em até antes da remocéo da causa ou do reparo do dano tecidual. Ja a dor
crénica é, do ponto de vista clinico, caracterizada como uma patologia, onde eventos
neuroplasticos possivelmente tenham sido desencadeados em diferentes niveis do sistema
nervoso, causando modificagcbes variadas no processo nociceptivo (LOESER, 2000;
DRIESSEN, 2007) e, dessa forma, alterando a relacéo entre estimulo e resposta.

1.1.3. Dor Patoldgica

Em condigdes fisiologicas, todo processo descrito até entdo ocorreria Unica e
exclusivamente com a finalidade de proteger o organismo de situacdes potencialmente
prejudiciais a homeostasia corporal ou para fornecer condi¢fes ao reestabelecimento desta.
Contudo, a dor fisiolégica como uma entidade isolada € um evento raro. Na maioria das
vezes, 0 estimulo nocivo ndo é transitorio, podendo ainda apresentar carater mais Severo,
como é o caso da dor inflamatéria e neuropatica, circunstancias sob as quais ocorrem
alteracbes dindmicas no processamento do estimulo nociceptivo, tanto a nivel periférico
guanto a nivel central.

Como consequéncia da lesdo tecidual e da inflamacdo ocorre a liberacdo mais intensa
de inimeros mediadores quimicos, que além de ativar, dependendo da situacdo, também
sensibilizam os nociceptores, promovendo a diminui¢do do limiar nociceptivo (DRAY, 1997;
VERRI Jr. et al., 2006) e facilitando a transmissdo do impulso. Nestes casos a dor é mais
persistente, e é o resultado da agdo sinérgica de diversas moléculas, que acabam
desencadeando o desenvolvimento de hiperalgesia, definida como resposta exacerbada a
determinado estimulo, e alodinia, dor resultante de um estimulo normalmente inocuo
(MILLAN, 1999), ambos decorrentes das modificagbes funcionais nos nociceptores e demais
estruturas estimuladas pelos mediadores (Figura 4). Além disso, juntamente com a
sensibilizacdo dos nociceptores, ocorre a ativacdo de uma subpopulacdo de outros terminais

nervosos aferentes, conhecidos como “nociceptores silenciosos”. ESses nociceptores
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pertencem a uma classe de fibras C, que apresentam pequena ou nenhuma atividade
excitatoria, até que sejam submetidos a estimulacdo extrema, como o caso de reacGes
inflamatdrias. Dessa forma, uma vez ativados, tornam-se sensibilizados e respondem a
estimulos sensoriais e disparam espontaneamente, contribuindo de forma consideravel na
sensacdo nociceptiva em quadros de dor patoldgica (JULIUS e BASBAUM, 2001). Ao
contrério da dor aguda, a dor cronica ndo tem qualquer funcdo bioldgica de protecdo e é
caracterizada por alteracBes funcionais e estruturais das vias sensitivas periféricas e centrais
(GALLUZZI, 2007).
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Figura 4. Relagdo entre a intensidade do estimulo e a resposta nociceptiva do organismo em condi¢des
fisioldgicas e em condigdes patoldgicas. Adaptado de KUNER, 2010.

1.1.3.1. Dor Inflamatdria

A inflamagdo é uma reacdo fisiologica complexa e multimediada, invariavelmente
caracterizada por diversos eventos moleculares e celulares. O processo inflamatdrio consiste
na resposta biologica diante de quaisquer estimulos possivelmente danosos ao organismo,
como lesdes ou infecgdes, envolvendo uma acéo coordenada entre o sistema imunolégico e o
tecido afetado (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Apesar do caréater
essencialmente protetor, o que torna possivel a eliminacdo do agente agressor e, por

consequéncia, o reestabelecimento da homeostase, em alguns casos o inverso pode ocorrer; 0
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processo inflamatorio tornar-se tdo intenso que acaba por prejudicar o proprio organismo
(MOALEN e TRACEY, 2006; LIBBY, 2007).

O estimulo inflamatério desencadeia a sintese e a liberacdo de substancias
farmacologicamente ativas, as quais sdo capazes de mediar alteracdes morfologicas e
bioguimicas no local da lesdo e nos tecidos adjacentes. Essas modificacdes instalam-se de
forma gradual, moduladas por fatores celulares especificos e que também caracterizam a fase
do processo inflamatorio (PAUL, 1998). E interessante ressaltar que, na maioria das
situacOes, o processo inflamatdrio pode estar relacionado aos mecanismos que envolvem a
nocicepcgdo (KIDD e URBAN, 2001), tanto que muitos dos mediadores inflamatorios podem
estimular, direta ou indiretamente, 0s neurdnios sensoriais locais, contribuindo para o
aparecimento da dor (RANG et al.,, 1991; MOALEN e TRACEY, 2006 ). De fato, os
mediadores causam modificagdes funcionais nos neurénios aferentes primarios nociceptivos,
culminando ndo somente na sua sensibilizacdo, caracterizando um quadro de hiperalgesia
inflamatéria, como também desencadeando estimulacdo constante destes (HARDY et al.,
1950; COUTAUX et al., 2005).

No que diz respeito a duracdo, as reacdes inflamatorias podem ser classificadas como
aguda, a qual dura alguns dias e cessa assim que o fator prejudicial é eliminado, ou cronica,
fase de concomitante reparo e destruicdo tecidual, decorrente da intensa e descontrolada
amplificacdo dos eventos no processo de defesa (ESCH e STEFANO, 2002). Dessa forma,
enquanto a inflamacdo aguda € parte da resposta de defesa, a inflamacdo de carater cronico
pode levar ao desenvolvimento de diversas patologias (BALKWILL e COUSSENS, 2004;
AGGARWAL et al., 2006), isso devido as constantes lesdes as biomoléculas celulares. De
fato, do ponto de vista clinico, um dos aspectos mais probleméaticos da dor de origem
inflamatdria é a possibilidade da progressdo de um estado agudo para um estado prolongado,
aumentando, dessa forma, a susceptibilidade de instalacdo de um quadro de dor inflamatoria
cronica (WOOLF e MANNION, 1999; MENDELL e SAHENK, 2003) e sua consequente
evolugdo para situacbes ainda mais severas, como é o0 caso das neuropatias (JI e
STRICHARTZ, 2004; GARCIA, 2005; GLASS et al., 2005).

Nestas condicgdes, a inflamagdo perde sua caracteristica protetora e se torna uma
patologia, normalmente associada a alteracdes no sistema nervoso (WOOLF e SALTER,
2000). Ocorre a progressiva centralizagdo da agdo nociceptiva, desenvolvimento de
hipersensibilidade central e ativacdo anormal do sistema nociceptivo, o que € devido a
neuroplasticidade adaptativa (WOOLF e SALTER, 2000; SALTER, 2005). No decorrer do

tempo, a dor ndo guarda mais relacdo com a causa periférica, mas sim com mecanismos
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centrais como a sensibilizacdo espontanea e ectdpica, reverberacao de sinal, perda do controle
e reducdo dos mecanismos inibitérios e facilitacdo excitatoria (BESSON, 1999; WOOLF e
SALTER, 2000), eventos estes, que somados levam a amplificacdo e prolongamento do
processo de dor (MILLAN, 1999; KIDD e URBAN, 2001).

1.1.3.2. Dor Neuropatica

A dor neuropatica, segundo o Comité de Taxonomia da IASP, é definida como “uma
conseqiiéncia direta de lesdo ou doenca que afete o sistema somatosensorial” (LOESER e
TREEDE, 2008). Apresenta etiologia heterogénea e pode ser ocasionada devido a um insulto
primario ao sistema nervoso periférico ou central (ZIMMERMANN, 2001). Sugere-se que
diferentes fatores estejam relacionados com seu desenvolvimento, desde traumas mecanicos
intensos, amputacdo ou compressao de nervos, a efeitos tdxicos de drogas além de doencas
metabdlicas, como diabetes e sindrome metabolica (MENDELL e SAHENK, 2003). Dados
estimam que a dor neuropética afeta milhdes de pessoas no mundo (DWORKIN et al., 2007) e
gue sua incidéncia aumenta tipicamente com a idade e gravidade da doenca de base
(GUSTORFF et al., 2008). Sugere-se ainda, que a interacdo entre fatores genéticos e
ambientais possam contribuir no risco de desenvolver esta patologia (COSTIGAN et al.,
2009).

Os mecanismos exatos do desenvolvimento do quadro de dor neuropética ndo estdo
inteiramente compreendidos (DWORKIN et al., 2007; THACKER et al., 2007). Acredita-se
gue sua génese esteja nas alteracfes ocorridas no limiar dos nociceptores, aumentando de
forma consideravel a sensibilidade destes e, consequentemente, reforcando os impulsos
transmitidos a medula espinha (COUTAUX, 2005; BOYCE-RUSTAY e JARVIS, 2009). Por
ser um evento cronico, a principal caracteristica desta patologia sdo as alteracGes
neuroplasticas, como modificagbes na expressdo génica de receptores, canais i6nicos,
proteinas intracelulares, neuromoduladores e mediadores de sinalizacdo extracelular, que
somados resultam em quadro de dor de carater patologico, prolongado e desgastante.
(WOOLF e MANNION, 1999; JI e STRICHARTZ, 2004; ROWBOTHAM, 2005).
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1.1.4. Estratégias Terapéuticas

A dor é um dos principais motivos de consulta nos servicos de satide em todo o0 mundo
(KANTZ, 2002; WOOLF, 2004). Apesar de ser uma sensagdo extremante importante e
essencial para a sobrevivéncia, pode, por outro lado, trazer consigo consequéncias
desagradaveis como sofrimento, estresse, prejuizos nas relacBes sociais e econdmicas,
devendo, portanto, ser rapida e efetivamente controlada e tratada (LOESER e MELZACK,
1999; BRENNAN et al., 2007; OLESEN et al., 2012).

1.1.4.1. Terapia Farmacoldgica

Os principais agentes farmacoldgicos utilizados para o controle da dor sdo o0s
analgésicos nao-opioides (incluindo-se neste, principalmente o grupo dos anti-inflamatdrios
ndo-esteroidais [AINES], os analgésicos antipiréticos, como o acetaminofeno, e os anti-
inflamatdrios esteroidais [AE]) e os opidides (BLONDELL et al., 2013). A escolha do mesmo
deve levar em consideracdo o tipo de dor, o inicio da dor, a poténcia do analgésico, além de
sua duracdo de agdo, contra-indicacdes, via de administracdo e facilidade de acesso do
paciente .

Os recursos terapéuticos atuais nos permitem controlar com eficiéncia a dor aguda,
porém o mesmo nao € possivel se dizer da dor crénica, contra a qual nem sempre se dispde de
métodos analgésicos eficientes (O’CONNOR e DWORKIN, 2009; DWORKIN et al., 2010).
Apesar da vasta gama de medicamentos disponiveis e aprovados para este fim, a ocorréncia
de eventos paralelos indesejados decorrentes do seu uso e a baixa eficacia terapéutica sédo
fatores determinantes na limitagdo do beneficio dessa terapia (PAYNE, 2000) culminando na
descontinuidade do tratamento, o que, dependendo da situacdo, pode trazer serias
consequéncias (MAO, 2009).



27

1.1.4.1.1. Anti-inflamatdrios ndo esteroidais

Pertencentes ao grupo de medicamentos mais prescritos, os AINES sdo farmacos que
apresentam atividades analgésica e anti-inflamatoria, sendo indicados principalmente nos
quadros agudos de inflamacdo (VANDE e BOTTING, 1998). O mecanismo de acdo desta
classe é através na inibicdo da atividade da enzima ciclo-oxigenase (COX), culminando na
diminuicdo de endoperdxidos ciclicos, tais como prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos, que além de funcéo fisioldgica, dependendo da situacdo, também atuam como
mediadores inflamatoérios (PAYNE, 2000). Os precursores da classe inibem a atividade dessa
enzima de maneira ndo seletiva, tanto a isoforma COX 1, que é constitutiva e exerce papel
protetor no organismo, quanto a COX 2, isoforma induzivel, cuja atividade e expressao se
tornam bastante aumentadas em quadros inflamatérios (BOTTING, 2006; YEDGAR et al.,
2007). E justamente & falta de seletividade que se atribuem os efeitos adversos decorrentes do
uso dessa classe de farmacos (PAYNE, 2000). J4 os AINES de ultima geracdo, atuam de
forma mais seletiva, com maior especificidade para a COX 2 (VANE e BOTTING, 1998).
Contudo, sua acdo é dose/resposta limitada, existindo um efeito teto, isto é, atingindo certo
nivel de analgesia, 0 aumento da dose néo traz alivio adicional, bem pelo contrario, aumenta a
incidéncia de efeitos colaterais. O efeito teto pode ser tradicionalmente explicado pela
natureza do mecanismo de acdo dos farmacos dessa classe, através da inibicdo da sintese de
mediadores que causariam a sensibilizacdo dos nociceptores (VANE e BOTTING, 1998;
BROOKS et al., 1999), e ndo através da supressao destes. Associado a esse fato, aléem de
apresentar efeito analgésico dependente de seu efeito anti-inflamatdrio, que por sinal é
inferior ao exercido pela classe dos AE (BUSILLO e CIDLOWSKI, 2013), seu uso
frequentemente esta relacionado a danos na mucosa gastrica (HENRY et al., 1996; LANZA,
1999), alteracOes na homeostase sanguinea e renal (BERTOLONI et al., 2002).
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1.1.4.1.2. Opioides

Os opioides, uma classe composta por farmacos de origem natural ou sintética,
constituem a base do tratamento farmacoldgico para dor de intensidade moderada a intensa,
refrataria aos anti-inflamatérios (NICHOLSON, 2003). Sua acdo € mediada pela ligacdo e
ativacdo dos receptores para neuropeptideos opioides enddgenos, os quais exercem diversas
fungdes fisioldgicas, incluindo a modulagdo inibitéria no processo nociceptivo a nivel
periférico, medular e supra-medular (STEIN, 1995; JENSEN, 1997; PRICE, 1999), dessa
forma, sdo considerados agonistas de receptores opioides. Sabe-se que dos trés subtipos de
receptores enddgenos ja identificados, € através da interacdo com o subtipo p que a maioria
das drogas opioides utilizadas clinicamente agem (BOVILL, 1997). Essa € a classe de
farmacos a qual se atribui a maior efetividade analgésica, tanto que a morfina, alcaloide
precursor de outras moléculas opiaceas sintéticas, é utilizada como padrdo de comparacédo
para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas (CHRISTRUP, 1997). Entretanto, no
manejo do tratamento da dor, o uso de opioides deve ser conduzido com muita cautela, uma
vez que seus efeitos colaterais sdo intensos e afetam o organismo tanto a nivel de sistema
periférico, como é o caso da constipacdo intestinal e retencdo urinaria (BENYAMIN et al.,
2008), como a nivel de SNC, desencadeando alteragbes no humor, na concentracao e no ciclo
sono-vigilia (ZACNY, 1995), alucinacbes (BRUERA et al.,1992), déficit cognitivo
(LAWLOR, 2002) e até mesmo dependéncia fisica e tolerdancia (SAVAGE, 1999;
ADRIAENSEN et al., 2003; BENYAMIN et al., 2008).

1.1.4.1.3. Anti-inflamatérios Esteroidais

Os farmacos caracterizados como AE sintéticos, também conhecidos como
glicocorticoides, sdo moléculas analogas aos esteroides endogenos, com 0s quais
compartilham ndo somente o nucleo esteroidal, mas tambeém muitas de suas a¢fes bioldgicas
(STREETEN, 1975; SCHIMMER e PARKER, 1996). No organismo, 0s esteroides exercem
amplo espectro de acdo, atuando desde a nivel de regulacdo metabdlica a modulacdo da
expressao de determinadas proteinas (NEWTON, 2000). Além disso, é interessante ressaltar

que para essa classe de moléculas a existéncia da estreita relagcdo estrutura-atividade € a
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caracteristica a qual se atribui a vasta gama de efeitos, assim como a variacdo da intensidade
dos mesmo (JONES e TIPTAFT, 1977; PHILLIPS, 1990).

O uso dessa classe de farmacos estd principalmente relacionada ao tratamento de
patologias de cunho inflamatdrio intenso, como é o caso das doengas auto-imunes, reagdes de
hipersensibilidade e dor inflamatdria e neuropéatica (MIENKE et al., 2013). No geral, o inicio
de agdo destes farmacos pode ser demorado, uma vez que seus principais efeitos estdo
relacionados a modulacdo da transcricdo de determinados genes, 0s quais estariam envolvidos
com a resposta inflamatéria (BLOOM et al., 1980; ADCOCK, 2000). Porém, atualmente
também se prople a existéncia de efeitos imediatos (GROENEWEG et al., 2011),
possivelmente decorrentes da interacdo direta com o alvo, como é o caso da membrana
plasmatica (HALLER et al., 2008), podendo exercer influéncia na permeabilidade i6nica
desta, a nivel de receptor GABA,, favorecendo a ligacdo do acido-y-aminobutirico (GABA)
(MOORE e EVANS, 1999), a nivel de proteinas citoplasmaéticas, e ainda atua inibindo vias
relacionadas com o processo inflamatério (RHEN, 2005; EVANSON et al., 2010). Contudo, a
longo prazo, o uso de AE estad associado com efeitos adversos como retencdo hidrica,
alteracdo no metabolismo, principalmente hiperglicemia, imunossupressdo severa e
osteoporose (LANE e LUKERT, 1998; NEWTON, 2000). Justamente por isso, 0 regime de
administragdo deve ser cuidadosamente monitorado, levando-se em conta Sempre as

limitacdes do paciente e as contra-indicagdes descritas para o farmaco.

1.1.4.1.1. Terapia Farmacoldgica Adjuvante

Principalmente para o tratamento de quadros crénicos de dor, em especial para a dor
neuropatica, diversos outros tipos de farmacos sao indicados, cujos mecanismos de acdo nem
sempre correspondem diretamente com a patologia, reforcando a compreenséo incompleta do
processo fisiopatoldgico que se instala no organismo acometido (BARON et al., 2010). Desde
antidepressivos, inibidores da recaptacdo de serotonina ou norepinefrina (MAX, 1987;
FINNERUP et al., 2005), anestésicos de uso topico (WASNER et al., 2005) e inibidores de
canais ionicos (VINIK, 2005; VRANKEN et al., 2008) séo utilizados para o alivio de quadros

de dor neuropatica remissiva aos farmacos das classes hormalmente prescritas.
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1.1.4.2. Terapia ndo Farmacologica

Como recurso paralelo aos medicamentos, o tratamento ndo farmacol6gico vem
timidamente conquistando espaco. Essas intervengdes de cunho ndo medicamentoso sé&o
ferramentas que utilizam técnicas nao invasivas e compreendem um conjunto de medidas de
ordem educacional, fisica, emocional, comportamental e espiritual, de baixo custo, facil
aplicacdo, praticidade e com efeitos adversos minimos (DEMIR, 2012), a exemplo da
acupuntura (AHN et al., 2007), exercicios fisicos (LI e MANOR, 2010; LI e HONDZINSKI,
2012) , reiki (OLSON et al., 2003), musicoterapia (CHASE, 2003), yoga (DILLARD e
KNAPP, 2005), oracdo e meditacdo (MEISENHELDER e CHANDLER, 2000), reflexologia
(LETT, 2002), fototerapia com infravermelho monocromatico (HARKLESS et al., 2006),
terapia a laser de baixa intensidade, neuroestimulacdo elétrica trans e percutanea (CONTI et
al., 2009).

Apesar das inimeras pesquisas ja realizadas e do crescente avanco a respeito do
mundo da dor, muitos sdo os pontos ainda apenas parcialmente compreendidos (BASBAUM
et al., 2009). A dor em si € um processo multifatorial e interligado e além de tudo € uma
experiéncia unica e individual. Essencial porém muitas vezes prejudicial e desgastante, a dor
apresenta diferente faces e em alguns casos torna-se necessario, € até mesmo urgente,
controla-la (LOESER e MELZACK, 1999; BRENNAN et al., 2007; OLESEN et al., 2012).
Estima-se que em torno de 2 ~ 55% da populacdo mundial adulta apresente algum quadro de
dor cronica (VERHAKK et al., 1998; OSPINA e HASTALL, 2002; BREIVIK et al., 2006;
COSTIGAN et al., 2009), para a qual o tratamento farmacoldgico atualmente disponivel, na
maioria dos casos, ndo é aplicavel ou ainda insuficiente. Essa imprevisibilidade é decorrente
do desconhecimento da fisiopatologia, na qual multiplos mecanismos e mediadores estdo
envolvidos, o que torna muito complicada a resolucéo do quadro (O’CONNOR e DWORKIN,
2009; DWORKIN et al., 2010). Justamente por isso, 0 desenvolvimento de novas moléculas
gue atuem em multiplos alvos, além de contemplar boa eficacia terapéutica, baixo indice de
efeitos adversos e contra-indicagOes, teria o perfil adequado para o tratamento destas
enfermidades (KENNEDY, 2007).
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1.2. Selénio

1.2.1. Caracteristicas Gerais

O selénio (Se), descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jéns Jacob Berzelius, é um
elemento quimico ndo metdlico da familia dos calcogénios da tabela periddica
(COMASSETO, 2010). E solido & temperatura ambiente e pode ser encontrado na forma
inorganica, sob diferentes estados de oxidacdo, compondo rochas e solos ou acumulado em
organismos, e também na forma orgénica, presente na molécula de diferentes aminoacidos
(SCHWARTZ e FOLTZ, 1957; YOUNG et al., 1982; KRYUKOQV et al., 2003).

Os estudos pioneiros a respeito do Se destacavam o elemento por sua toxicidade, o
qgue atualmente se sabe ser devido a proximidade entre as concentracBes bioldgicas
consideradas adequadas ou ndo, tanto insuficientes (GE e YANG, 1983; LI et al., 1985)
quanto excessivas (SPALLHOLZ, 1993). Apesar deste inicio tragico, anos de estudo e
experimentacao trouxeram a tona o papel essencial do elemento Se no organismo (RAYMAN
et al., 2000;), tanto que, devido a isso, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) preconiza
uma ingestéo diaria recomendada (IDR) de 34-35 ug para adultos (FAO/OMS, 2002). A dieta,
seja através da ingestdo de alimentos comuns, tanto de origem animal quanto vegetal, ou pela
suplementacdo, constitui a maior fonte para obtencdo deste micronutriente essencial
(DUMONT et al., 2006; RAYMAN, 2008). Acredita-se que parte do efeito bioldgico exercido
pelo Se seja devido a sua semelhanca quimica e fisica com o elemento enxofre, 0 que permite
a interacdo entre os mesmos. Contudo é interessante ressaltar que é justamente as diferencas
que se atribui a base dos efeitos biologicos especificos relacionados ao Se (STADTMAN,
1980; NOGUEIRA e ROCHA, 2011).

1.2.2. Propriedades Bioldgicas

Uma vez definido seu envolvimento em diversos processos biologicos, atribuiu-se ao
Se um caréter de cunho essencial & manutencdo da homeostase fisiologica. Entre seus efeitos,
destacam-se 0 envolvimento no metabolismo de horménios tireoideanos (SCHMUTZLER et
al., 2007; STAZI e TRINTI, 2008), modulacdo imunoldgica (BECK et al., 2003; HURWITZ
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et al., 2007), modulacdo do humor (SHER, 2002; BENTON, 2002; SHER, 2007), e,
principalmente, na regulagdo do sistema de defesas antioxidantes (TAPIERO et al., 2003,;
TINGGI, 2008). Enzimas como a glutationa peroxidase (FLOHE et al., 1973), tioredoxina
redutase (HOLMGREN, 1985) e 5’-deiodinase (BEHNE e KYRIAKOPOULOS, 1990) que
participam ativamente no controle dos niveis de espécies reativas, apresentam o Se em seu
sitio ativo, cuja funcdo redox exercida por este é de extrema importancia para a atividade das
enzimas (BURK e HILL, 1993). Além disso, estudos demonstraram que o SNC parece ter
uma necessidade especial de Se. Em quadros de deplecdo deste elemento, 0 SNC recebe
oferta prioritaria de Se em relagdo aos demais 6rgdos (BEHNE et al., 1988; BUCKMAN et
al., 1993), e, confirmando isso, a caréncia deste ja foi associada com alteracdo na taxa de
turnover dos neurotransmissores (CASTANO et al., 1997), doengas neurodegenerativas,
como a doenca do mal de Alzheimer (CORRIGAN et al., 1991), e déficits cognitivos (GAO et
al., 2007) .

Dessa forma, devido as inumeras descobertas relacionadas ao Se, o interesse da
comunidade cientifica por desvendar completamente o papel bioldgico que este exerce em
organismos vivos tem se intensificado, assim como a possibilidade de desenvolver propostas
para seu uso terapéutico (PAPP et al., 2007; TINGGI, 2008; NOGUEIRA e ROCHA, 2011),
uma vez que alguns de seus ja conhecidos efeitos estdo relacionados com a fisiopatologia de
inimeras doencas (KAUSHAL et al, 2012; RAYMAN, 2012).

1.2.3. Compostos Organicos Sintéticos de Selénio

Nas Ultimas décadas, os compostos organicos de selénio vém sendo amplamente
estudados, tanto em sintese organica quanto em sistemas bioldgicos, devido as propriedades
farmacologicas e toxicoldgicas ja atribuidas a essa classe de moléculas (PARNHAM e GRA,
1991; NOGUEIRA et al., 2004; NOGUEIRA e ROCHA, 2011), assim como por apresentar
maior biodisponibilidade e, geralmente, menor toxicidade em relagdo a sua forma inorganica
(YOUNG et al., 1982; KIM e MAHAN, 2001). A literatura tras inimeras evidéncias dos
efeitos destas moleculas nos mais diversos modelos animais (NOGUEIRA e ROCHA, 2010;
NOGUEIRA e ROCHA, 2011) e também em estudos clinicos realizados em humanos
(YAMAGUCHI et al., 1998; OGAWA et al., 1999).
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Uma das classes mais estudadas dos compostos organicos de selénio sd&o 0s
disselenetos de diorganoila (Figura 5A-D), os quais se destacam em vista da sintese quimica
de simples conducdo e das diversas atividades biologicas, tanto farmacoldgicas quanto
toxicoldgicas, ja reportadas (NOGUEIRA e ROCHA, 2010, 2011). E entre suas ac0es, a
antinociceptiva ja foi demonstrada experimentalmente em diferentes modelos animais de
nocicepgédo, tanto para os disselenetos de diorganoila (5.A NOGUEIRA et al., 2003; 5.C
PINTO et al., 2008; 5.B BRUNING et al., 2010) quanto para outros compostos organicos de
selénio (5.E WILHELM et al., 2009; 5.F LUCHESE et al., 2010; 5.G SARTORI et al., 2012;
5.H CHAGAS et al., 2013; 5.J CHAGAS et al., 2014; 5.1 GAI et al., 2014). Além disso, 0
efeito antinociceptivo destas moléculas ndo se limita apenas a modelos animais de dor aguda,
mas também a modelos experimentais de dor cronica. Recentemente, Gai e col (2014)
demonstraram reversdo da alodinia mecéanica pela administracdo do composto 3-(4-
fluorofenilselenil)-2,5-difenilselenofeno (Figura 5.1) em um modelo de dor neuropatica, da
Rocha e col (2013) reportaram reducdo da nocicepcao térmica e mecanica pela administracéo
do composto disseleneto de difenila [(PhSe),] (Figura 5.A) em modelo animal de parkinson
induzido por 6-hidroxidopamina. Refor¢ando esses estudos, Savegnago e col (2007) relataram
diminuicdo da resposta nociceptiva em modelos de dor inflamatéria e cronica pelo tratamento
com (PhSe)s.

Levando em conta a multiplicidade de efeitos ja& reportados para 0s compostos
organicos de selénio, é possivel sugerir que 0s mesmos possuam variados sitios de acdo,
podendo agir direta ou indiretamente sobre diferentes cascatas de sinalizacdo, sistemas de
neurotransmissdo, enzimas e outras proteinas (NOGUEIRA e ROCHA, 2011), o que reforca o
potencial desse grupo de moléculas.
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Figura 5: Estrutura molecular de alguns compostos organicos sintéticos de selénio cuja atividade antinociceptiva
ja foi reportada: (A) Disseleneto de Difenila; (B) Disseleneto de m-trifluormetil-fenila; (C) Disseleneto de p-
metdxi-fenila; (D) Disseleneto de p-cloro-fenila; (E) 3-Alquinil-selenofeno; (F) 2-Feniletil butil seleneto; (G)
Difenil-1,2-bis(selenilfenil)etano; (H) Disselento de Bis(fenilimidazolselenozolila); (1) 3-(4-fluorofenilselenil)-

2,5-difenilselenofeno; (J) Acido 2-hidroxi-4-selenocianatobenzdico.

1.2.3.1. Selenoesterois

Em um trabalho pioneiro desenvolvido por Rodrigues e col (2010), a sintese de
moléculas contendo nicleo esteroidal com diferentes substituintes foi conduzida, entre elas,
0s selenoesterois (Figura 6), que sdo compostos esteroidais com o atomo de Se inserido na
estrutura. Visando um maior potencial de bioassimilacdo, compostos com estruturas
semelhantes a moléculas enddgenas tem sido alvo de modificagbes estruturais, como por
exemplo, o colesterol (IBRAHIM-OUALLI, 2008). Este lipideo esta envolvido em diversas
vias biossintéticas, entre elas a dos hormdnios esteroidais, moléculas biologicamente muito
ativas, as quais se atribui relagido estrutura-atividade estreita. Dessa forma, a sintese de
estruturas analogas ao colesterol, busca desenvolver drogas mais ativas, seletivas e bem

toleradas, que possam ser usadas como alternativa terapéutica.
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Y =Se
R = arila, alquila

Figura 6. Esquema representativo da sintese de selenoesterois. (A) Molécula do colesterol; (B) Selenoesterol.
Adaptado de RODRIGUES et al., 2010.

Levando-se em conta as propriedades do Se, tanto na forma inorganica, mas
especialmente na forma organica, e as propriedades das moléculas esteroidais, descritas
anteriormente, compostos que contemplem ambos em suas estruturas parecem ser candidatos

promissores no que diz respeito aos efeitos bioldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Tendo em vista o referencial tedrico abordado, o objetivo geral do presente trabalho
foi avaliar o possivel efeito antinociceptivo de um derivado do selenoesterol, o p-cloro-

selenoesterol (PCS), em modelos de nocicep¢do aguda em camundongos.

2.2. Objetivos especificos

Considerando os aspectos mencionados, 0s objetivos especificos deste trabalho foram

avaliar:

v' Se o tratamento com o PCS apresenta efeito antinociceptivo em modelos agudos de
nocicepcdao quimica, como o teste das contor¢des induzidas pelo acido acético, teste do
glutamato e testa da formalina, e de nocicepcdo térmica, teste da imersdo da cauda, em

camundongos;

v Investigar o possivel envolvimento dos sistemas adenosinérgico, dopaminérgico,

serotoninérgico, opioide e via do 6xido nitrico sobre o efeito antinociceptivo do PCS;

v" O efeito da administracdo repetida do PCS, durante sete dias, em parametros bioquimicos,
como marcadores de funcionalidade hepatica (atividade das enzimas aspartato e alanina
aminotransferase [AST e ALT]), funcionalidade renal (ureia) e perfil lipidico (colesterol total

e triglicerideos) em camundongos, que possam estar relacionados a eventos de toxicidade.
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3. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados na forma de um
artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliogréficas encontram-se no proprio artigo, o qual estd disposto da mesma forma em que

foi publicado na Revista European Journal of Pharmacology.
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This study investigated the antinociceptive action of p-chloro-selenosteroid (PCS), administered by
intragastric route (i.g.) to mice against acute models. The contribution of adenosinergic, dopaminergic,
serotonergic, nitric oxide and opioid systems was investigated. It was evaluated if the administration of
PCS triggers toxic effect. Treatment with PCS (10 mg/kg) reduced writhing induced by acetic acid and its
effect lasts up to 48 h after treatment. The compound caused an inhibition in neurogenic and
inflammatory phases of nociception and in paw edema induced by formalin. The licking behavior
triggered by glutamate was reduced by PCS. In the tail-immersion test, PCS elicited an increase in delta
latency response. Pretreatment with caffeine (3 mg/kg, intraperitoneally [i.p.]) and SCH58261 (3 mg/kg,
i.p.), antagonist at adenosinergic receptors, SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.) and sulpiride (5 mg/kg, i.p.),
antagonist at dopaminergic receptors, caused a reduction in the antinociceptive action of PCS in the
glutamate test. By contrast, pretreatment with WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p.), ketanserin (0.3 mg/kg, i.p.),
ondasentron (0.5 mgfkg, i.p.), L-arginine (600 mg/kg, i.p.) and naloxone (1 mg/kg, subcutaneous [s.c.]) did
not abolish the antinociceptive effect caused by PCS (10 mg/kg, i.g.) administration. The animals treated
with PCS did not show alterations in locomotor and exploratory activities, in biochemical parameters
evaluated, food and water consumption, as well as in the body weight. These results clearly showed the
antinociceptive action of PCS in different animal models without causing acute toxic effects in mice.
Adenosinergic and dopaminergic systems seem to be related to the mechanisms by which PCS elicits
antinociception.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The existing therapeutic treatments consist in the usage of
several drugs. Such treatments are, in most cases, efficient;

Essentially, in physiological conditions, pain is a complex
phenomenon resultant of the modulation of several peripheral
and central mechanisms (Olesen et al.,, 2012). In such context, it
constitutes an alarm that has the assisting role of preserving the
organism, decreasing whatever is triggering the pain and, as a
result, limiting the damaging consequences (Julius and Basbaum,
2001; Le Bars et al., 2001). Despite the great importance of pain, in
some cases, its presence is enduring, devastating and debilitating,
which limits productivity and substantially diminishes the well-being
(Millan, 1999; Olesen et al, 2012).
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however, there are some concerns about their safety and the
unpleasant side effects (Jage, 2005; Mitchell and Warner, 2006).
These facts explain the enhanced interest in the development of
new drugs with improved therapeutic index, which could be
applied to control and relief of pain (Kennedy, 2007; Mao, 2009).

In such context, organoselenium compounds have excelled as an
interesting resource of new synthetic substances with potential
therapeutic applications due to their useful pharmacological activities
(Nogueira and Rocha, 2011). Among them, the antinociceptive and
anti-inflammatory properties have been studied by us and others
(Bruning et al, 2010; Chagas et al, 2013; Nogueira et al, 2003;
Savegnago et al, 2007), suggesting that these organoselenium com-
pounds could be relevant drugs for the management of pain.

In addition, the synthesis and studies of steroids continue to be
a topic of widespread interest (Ibrahim-Ouali, 2008). Oxygenated
derivatives of cholesterol, also known as oxysterols, represent a



39

80 M.H. Marcondes Sari et al. / European Journal of Pharmacology 725 (2014) 79-86

group of biomolecules that has received more attention due to their
relevant bioactivities, such as a possible regulation of cholesterol
homeostasis (Gill et al, 2008), cytotoxicity (Vejux et al, 2008), and
even antitumoral and antileukemic activities for inducing apoptosis
(Ayala-Torres et al, 1999). The combination of oxysterols and selenium
is rare, and the designed synthesis of these compounds has a great
potential for the creation of a new array of molecules with biological
applications (Rodrigues et al, 2010).

By virtue of the aforementioned considerations, the objectives of
this study were to investigate: (a) the antinociceptive effect of p-
chloro-selenosteroid (PCS), a selenium-oxysterol, in chemical and
thermal models of acute pain in mice; (b) the contribution of
adenosinergic, dopaminergic, nitric oxide, serotonergic and opioid
mechanisms in the antinociceptive effect elicited by PCS; and (c) the
potential acute toxicity and possible nonspecific disruptions in loco-
motor and exploratory behaviors caused by PCS administration
in mice.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Female adult Swiss mice (25-35 g) were used without monitoring
the estrous cycle (Gomes et al, 2005), and kept in plastic boxes at
controlled room temperature (22 + 2 °C) with free access to food and
water, under a 12 h light/dark cycle with lights on at 7:00 am. The
animals were acclimatized at the laboratory before testing and used
only once throughout the experiments. Mice were used according to
the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental
Animal Resources, of the Federal University of Santa Maria, Brazil, and
the ethical guidelines for investigations of experimental nociception in
conscious animals (Zimmermann, 1983). The number of animals and
intensities of noxious stimuli used were the minimum necessary
to demonstrate the consistent effects of drug treatments. At the
end of the experimental procedure, mice were killed by cervical
displacement.

2.2. Drugs and reagents

PCS (Ca4Hs3Cl0,Se; Fig. 1) was prepared and characterized as
previously described (Rodrigues et al., 2010). Analysis of the 'H NMR
and C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in full
agreement with its assigned structure. Naloxone, ondansentron,
WAY100635, ketanserin, sulpiride, SCH23390, r-arginine hydrochlor-
ide (1-arginine), m-nitro-1-arginine (1-NOArg), caffeine, and SCH58261
were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All the other
chemicals were obtained of the highest available commercial grade.

2.3. Experimental protocol

Animals were randomly assigned into different groups, each
consisting of six to eight mice for the tests. The drugs were

Fig. 1. Chemical structure of p-chloro-selenosteroid (PCS).

administered in a constant volume of 10 ml/kg of body weight.
PCS was dissolved in canola oil (vehicle) and administered by
intragastric route (i.g.) in a single administration for the behavioral
tests. Appropriate vehicle-treated groups were simultaneously
assessed to discard any effect of vehicle. For each test, dose- and
time-response curves were performed.

In order to assess the dose-response curve, animals were
treated with PCS at dose range of 1-10 mg/kg (i.g.), and treatment
time was chosen taking into account the time-response curve for
each test with PCS at a dose of 10 mg/kg. Treatment time used was
chosen based on the best effect obtained in each test. Morphine
(2.5 mg/kg, subcutaneous, 15 min earlier) (Savegnago et al., 2007)
was used as the standard drug in nociceptive models. Moreover,
before the tests, the animals were submitted to an evaluation
of locomotor and exploratory activities, assessed by the open
field task to discard any alteration that could be misinterpreted
as nociception.

2.4. Nociceptive tests

2.4.1. Acetic acid-induced abdominal constriction

The abdominal constrictions were induced by an intraperito-
neal injection (i.p.) of acetic acid (1.6%) according to the proce-
dures described previously (Correa et al, 1996) with some
modifications (Nogueira et al., 2003). After the acetic acid injec-
tion, mice (n=92) were individually placed in separate boxes, and
the abdominal constrictions were counted cumulatively over a
period of 20 min.

2.4.2. Nociception induced by glutamate

This test was carried out to investigate if PCS has antinocicep-
tive effect on glutamate-induced nociception. The procedure used
was similar to that of described previously (Beirith et al., 2002).
A volume of 20 pl of glutamate (20 pmol/paw prepared in saline
solution) was injected intraplantarlly (i.pl.) into the ventral surface
of the right hindpaw and the mice were observed individually for
15 min. The amount of time that animals (n=67) spent licking the
injected paw was recorded with a chronometer and was consid-
ered as indicative of nociception.

2.4.3. Nociception and paw edema induced by formalin

The procedure was essentially the same as that prior described
(Hunskaar and Hole, 1987). The mice (n=285) received 20 pl of a
2.5% formalin solution (0.92% of formaldehyde) ipl. under the
ventral surface of the right hindpaw and then individually placed
in separate boxes and observed from 0 to 5 min (neurogenic
phase) and 15 to 30 min (inflammatory phase). The time spent
licking or biting the injected paw was recorded with a chrono-
meter and considered as indicative of nociception.

The paw edema was measured by comparing the difference
between the weight of the formalin-treated paw and the weight of
the contralateral paw (vehicle-treated paw). After the test, animals
were killed by cervical displacement, and both paws were cut at
the ankle joint and immediately weighed on an analytical balance.

2.4.4. Tail-immersion induced nociception

The tail-immersion test was conducted as described previously
(Janssen et al., 1963). Briefly, a 3.5 cm portion of the animals’ tail
(n=68) was marked and immersed into a cup freshly filled with
water from a large constant temperature (52 °C) bath until the
typical tail withdrawal response was observed (pre-drug latency)
and later, after the treatment time, the same procedure was
performed (pos-drug latency). A 10-s cut-off was used. Changes
in tail-flick latency, At (seconds) latency, were calculated for each
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subject according to the formula: At{s)=post-drug latency — pre-drug
latency (Pinardi et al, 2003).

2.5. Analysis of possible mechanisms of action of PCS

To address some of the mechanisms involved in the PCS
antinociceptive action, distinct groups of animals were pretreated
with different classes of drugs. For this purpose, the glutamate test
was used to all tested mechanisms, because its rapid onset, short
duration and the involvement of peripheral, spinal and supraspinal
sites of action (Beirith et al,, 2002). The only exception was for the
investigation of the opioid system, in which the tail-immersion
test was used (Minami et al., 2009).

The subeffective dosages, pre-treatment times and vehicles,
that were used to dissolve drugs, did not have any effects and were
selected in accordance with previous studies (Luiz et al, 2007;
Santos et al., 1999, 2005; Savegnago et al., 2007). The antagonists
were dissolved in isotonic saline solution (vehicle) and adminis-
tered by the i.p. route in a single dose. The only exception was
SCH58261 that was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSQ) (10 ml/kg),
which was further diluted in isotonic saline to give a final concentra-
tion of 10% of DMSO in the drug injection solution. In both cases, the
pH was adjusted to 7.0. Fifteen minutes after drug or vehicle admin-
istration, the animals were treated with PCS (10 mg/kg, ig.) or its
respective vehicle. Thirty minutes later, mice performed the open field
task (see Section 2.7.), to evaluate if the interaction between drug and
PCS could cause any alterations in the locomotor and exploratory
behaviors. Immediately after the open field task the nociception test
was carried out.

2.5.1. Involvement of adenosinergic system

In an attempt to assess the possible involvement of the
adenosinergic system to the antinociceptive action of PCS, the
animals were pretreated with caffeine (3 mg/kg, ip., n=23), a
non-selective antagonist at adenosinergic receptors, SCH58261
(3 mg/kg, i.p., n=24), a selective antagonist at A2A receptor, or
drug’s vehicle (isotonic saline and isotonic saline plus 10% DMSO,
respectively).

2.5.2. Involvement of dopaminergic system

In order to evaluate the participation of the dopaminergic
system in the antinociceptive action of PCS, animals were treated
with SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p., n=26), a selective antagonist at
dopamine D4 receptor, sulpiride (5 mg/kg, i.p., n=27), an antago-
nist at dopamine D2 and D5 receptors, or drug's vehicle (isotonic
saline).

2.5.3. Involvement of t-arginine-nitric oxide pathway

With the purpose of investigating the role played by 1-arginine-
nitric oxide pathway in the antinociception caused by PCS, mice
(n=29) were treated with r-arginine, a nitric oxide precursor
(600 mg/kg, i.p.), or vehicle and 20 min later they received PCS
(10 mg/kg, i.g.), .-NOarg (75 mg/kg, i.p.), an inhibitor of nitric oxide
synthase, or the respective vehicle (isotonic saline).

2.54. Involvement of serotonergic system

The possible contribution of the serotonergic system to the
antinociceptive action of PCS was investigated using WAY 100635
(0.7 mg/kg, i.p., n=29), a selective antagonist at 5-HT,, receptor,
ketanserin (0.3 mg/kg, i.p., n=28), a selective antagonist at 5-HT2ap¢
receptors, and ondansentron (05 mg/kg, i.p., n=26), a selective
antagonist at 5-HT; receptor.

2.5.5. Involvement of opioid system

With the aim of exploring the possible participation of the opioid
system in the antinodceptive action of PCS the tail-immersion test
(Janssen et al., 1963) was used. According to Minami et al (2009), this
test is commonly used to evaluate the efficacy of many drugs,
including opioid ones. For this end, the animals (n=22) were
pretreated with naloxone, a non-selective antagonist at opioid recep-
tors (1 mgfkg, sc.), or vehicle. After 15min, mice received PCS,
morphine (2.5 mg/kg, s.c.) or respective vehicles.

2.6. Acute toxicity

In order to investigate any possible toxic effect caused by PCS,
mice (n=16) received the compound (10 mg/kg, i.g.) or vehicle
during seven days, once a day. The weight gain, water and food
consumption and any signal of toxicity were monitored through-
out the experiment. After 24 h of the last treatment, the animals
were evaluated in the open field test. Immediately thereafter mice
were slightly anesthetized prior to blood collection by heart
puncture; the blood was collected into heparin sodium containing
tubes following its centrifugation at 2000g for 10 min and used for
the biochemical assays.

2.6.1. Open field task

Spontaneous locomotor (number of segments crossed with the
four paws) and exploratory activity (number of times reared on
the hind limbs) behaviors were assessed using the open-field test
(Walsh and Cummins, 1976). The open-field was made of plywood
and surrounded by walls 30 cm in height. The floor of the open-
field, 45 cm in length and 45 cm in width, was divided by masking
tape markers into 9 squares (3 rows of 3). In this experiment, each
animal was placed individually in the center of the apparatus to
counting crosses and rearing, in a four-min session.

2.6.2. Biochemical analyses

The plasma enzymes aspartate (AST) and alanine aminotrans-
ferase (ALT) activities, biochemical markers of acute hepatic
damage, were measured. The renal function was analyzed by
determining plasma urea levels. Because of the steroid structure
of PCS, any interference in the plasma cholesterol and triglycerides
levels was also investigated. All these parameters were deter-
mined by enzymatic colorimetric methods using commercial kits
(Labtest Diagnostica, MG, Brazil). AST and ALT were expressed as
U/, and urea, cholesterol and triglycerides levels were expressed
as mg/dL

2.7. Statistical analysis

All values in the figures and text are presented as the mean (s)
+ standard error of the means (S.E.M.) of n observation, represent-
ing the number of animals used in the experimental group.
Probability values less than 0.05 (P < 0.05) were considered as
statically significant and able to be submitted to post hoc tests.

The acute toxicity, biochemical analyses, and open field task,
were statistically evaluated using unpaired Student’s t test. The
only exception was the weight gain, which was submitted to
repeated measure analysis of variance (ANOVA/MANOVA) with
treatment (Vehicle or PCS) as the between variable and time as the
within variable, post hoc Newman Keul's multiple range test was
run when indicated.

The results obtained in the behavior nodceptive tests were
statistically analyzed by one-way ANOVA and, when appropriate,
subjected to the consecutive application of post hoc Newman Keul's
test. The informations related to the involvement of different systems
in the antinociceptive action caused by PCS (antagonists x PCS) were
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evaluated by two-way ANOVA and, if proper, followed by the post hoc
Newman Keul's test.

3. Results
3.1. Effect of PCS on animal models of nociception

3.1.1. Acetic acid-induced abdominal constriction

The effect of PCS (10 mg/kg, i.g.) on abdominal constrictions
induced by acetic acid is depicted in Fig. 2. The antinociceptive
action started in 5 min and remained significant for up to 48 h
after administration of PCS [F(8,54)=14.68; P<0.001]. The PCS
antinociceptive effect reached its peak in 120 min (Fig. 2A).
Morphine (2.5 mg/kg, s.c.), used as positive control, also produced
a significant antinociceptive effect (Fig. 2A). Moreover, PCS, admi-
nistered 120 min earlier the test, at a dose of 5 mg/kg reduced
significantly the number of writhes [F3,25)=62.28; P< 0.001]
(Fig. 2B), but not at a dose of 1 mg/kg.

3.1.2. Nociception induced by glutamate

The results presented in Fig. 3 show that PCS (10 mg/kg, i.g.)
and morphine (2.5 mg/kg, s.c.) produced a significant reduction of
the licking behavior induced by glutamate ipl. injected. The PCS
effect began in 5 min of treatment and remained significant until
60 min [F(5,38)=11.25; P<0.001] (Fig. 3A). The dose-response
curve shows that a dose of 5 mg/kg of PCS, given by i.g. route
30 min before test, was not an antinociceptive dose in the
glutamate test [F(2,20)=13.96; P<0.001] (Fig. 3B).

3.1.3. Nociception and paw edema induced by formalin

The time-response curve shows the effect of PCS (10 mg/kg,
i.g.) in both phases, neurogenic and inflammatory, and in the paw
edema induced by formalin (Fig. 4). The neurogenic nociception
was blocked by PCS (10 mg/kg, i.g.) from 30 min of treatment and
remained significant until 120 min [F(6,49)=8.15; P< 0.001]
(Fig. 4A). In the inflammatory phase, it was observed a significant
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Fig. 2. Effect of PCS (10 mg/kg, i.g.) on acetic acid-induced writhing movements.
(A) Time-course response of PCS and (B) dose-response curve of PCS given 120 min
earlier the test. Each column represents the mean with S.EM. of 6-8 animals in
each group. Asterisks denote the significance levels, when compared to the control
group (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls' test) (*) P< 0.05 (**) P<0.01
(*=) P = 0.001.
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Fig. 3. Effect of PCS (10 mg/kg, i.g.) on licking behavior induced by glutamate in
mice. (A) Time-course response and (B) dose-response curve of PCS given 30 min
before the glutamate injection. Each column represents the mean + S.E.M. of 6-8
mice in each group. Abbreviations: (C) Control indicates animals treated with canola
oil and (M) animals treated with the control-positive morphine (2.5 mg/kg, s.c.).
Asterisks denote the significance levels, when compared to the control group
(one-way ANOVA followed by Newman-Keuls' test) (*) P< 0.05 (***) P < 0.001.
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Fig. 4. Effect of PCS on licking behavior induced by formalin in mice. (A) Time-
course of the antinociceptive effect of PCS, (e) neurogenic (0-5 min) and (O)
inflammatory (15-30 min) phases. (B) Effect of PCS on the paw edema. Each
column represents the mean + S.EM. of 6-8 mice in each group. Abbreviations:
(C) Control indicates animals treated with canola oil and (M) animals treated with
the control-positive morphine (2.5 mg/kg, s.c.). Asterisks denote the significance
levels, when compared to the control group (one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls' test) (*) P< 0.05 (**) P<0.01 (***) P <0.001.
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Table 1
Effect of pretreatment with PCS (mg/kg, i.g.) against formalin test in mice.

Groups First phase (s) Second phase (s) Edema (mg)
Control 81.63+5.51 2185+ 1547 5744 +2.10
1 7267 +6.23 228.0+ 17.50 5417 +6.67
5 5029+ 10.7* 180.1 + 26.95 52.43 +4.55

Dose-course of PCS, given 30 min earlier the test, on licking behavior and the paw
edema induced by formalin in mice. Data are reported as means + S.EM. of 6-8
animals. Asterisks denote the significance levels, when compared to the control
group (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls' test).
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Fig. 5. Effect of PCS in tail-immersion test. (A) Time-course response and (B) dose-
response curve of PCS given 30 min earlier the test. Each column represents the
mean +S.EM. of 6-8 mice in each group. Abbreviations: (C) Control indicates
animals treated with canola oil and (M) animals treated with the control-positive
morphine (2.5 mg/kg, s.c.). Asterisks denote the significance levels, when compared
to the control group (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls' test) (***)
P<0.001.

reduction in the nociceptive behavior from 5 min of treatment to
60 min [F(6,49)=8.15; P <0.001] (Fig. 4A). Similarly, morphine
(2.5 mg/kg, s.c.) produced a marked inhibition of both phases of
the formalin test (Fig. 4A), but did not reduce edema (Data not
shown). Besides, PCS (10 mg/kg, i.g.) prevented against paw edema
formation [F(5,42)=5.32; P <0.001] (Fig. 4B).

Table 1 shows the dose-response curve of PCS. Given 30 min
before the test, at a dose of 5 mg/kg (i.g.), PCS significantly reduced
the licking time during the neurogenic phase [F(3,25)=11.63;
P <0.001], but this effect was not observed at a dose of 1 mg/kg.

3.14. Tail-immersion test

The one-way ANOVA of data revealed that PCS (10 mg/kg, i.g.)
caused a significant increase in At latency response compared to
the control group. This effect started in 5 min and remained
significant until 60 min of treatment. The positive control, mor-
phine (2.5 mg/kg, s.c.), also showed higher At latency than that of
control group [F5,38)=19.24; P <0.0001] (Fig. 5A). Treatment
with PCS at a dose of 5 mg/kg (i.g.), 30 min prior the test, did not
have any action against this thermal stimuli [F(2,21)=17.77;
P <0.0057] (Fig. 5B).
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Fig. 6. Effect of pretreatment of animals with caffeine (3 mg/kg, i.p.) and SCH 5860
(3 mgfkg, i.p.) on the antinodceptive profiles of PCS (10 mg/kg, ig.) in glutamate-
induced licking behavior. Abbreviations: (C) Control indicates animals treated with
vehicle. Each column represents the mean + S.EM. of 6-8 animals for each group.
Statistical analysis was performed by two-way ANOVA followed by Newman-Keuls’
test. (***) P< 0.001 when compared to the control group and (*%) P < 0.001 when
compared to the control and PCS groups.

3.2. Analyses of possible antinociceptive mechanisms of PCS action

All the antagonists used in the experiments did not cause any
alterations in the locomotor and exploratory activities in the open field
task, assessed by interaction between drug and PCS (Data not shown).

3.2.1. Adenosinergic system

The results depicted in Fig. 6 show the effect of caffeine (3 mg/kg,
i.p.) on the antinociception caused by PCS administration in the
glutamate test. The two-way ANOVA revealed significant main effects
of PCS [H121)=9562; P<0001] and caffeine [F121)=6.80;
P <0.05], and a PCS x caffeine interaction [F1,21)=28.20; P <0.001].
Post hoc analyses indicated that the treatment with caffeine partially
reversed the antinodceptive effect caused by PCS.

Fig. 6 shows the effect of pretreatment with SCH58261 (3 mg/kg,
i.p.) in the antinociceptive activity of PCS. The two-way ANOVA
revealed significant main effects of PCS [F1,23)=59.53; P<0.001]
and SCH58261 [F1,23)=9.66; P<0.05], and a PCS x SCH58261
interaction [K1,23)=29.11; P< 0.001]. Post hoc analyses indicated
that the treatment with SCH58261 partially reversed the antinoci-
ceptive effect caused by PCS.

3.2.2. Dopaminergic system

Fig. 7 shows the effect of SCH23390 (0.05mg/kg, ip.) on the
antinociceptive action elidted by PCS. The two-way ANOVA of data
demonstrated significant main effects caused by systemic treatment of
animals with SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.) [(1,24)=77.08; P<0001]
and PCS [F(1,24)=34.26; P < 0.001], and a PCS x SCH23390 interaction
[F124)=29.46; P<0.001] in the glutamate induced-licking in mice.
Post hoc analyses indicated that the treatment with SCH23390
partially reversed antinociception caused by PCS administration.

Fig. 7 shows the effect of pretreatment of mice with sulpiride
(5 mg/kg, i.p.) on the antinociception promoted by PCS in the
glutamate test. The two-way ANOVA revealed significant main
effects of sulpiride treatment [F(125)=7.276; P <0.05] and PCS
[F(1,25)=58.20; P<0.001], but not of sulpiride x PCS interaction
[F(1,25)=0.403; P=0.530]. Sulpiride caused a reduction in the
antinociceptive effect elicited by PCS.

3.2.3. Nitric oxide pathway

The systemic pre-administration of t-arginine (600 mg/kg, i.p.) was
not effective in blocking the antinociceptive effect of PCS in the
glutamate test. Two-way ANOVA revealed a significant main effect
of PCS [HA1,27)=9925, P<0.001], but did not reveal r-arginine
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M Venicle levels when compared to those of the control group (Data not shown).
200 4 3 scn23zon This protocol of treatment did not cause any alteration in the
3 Sulpiride locomotor, crossings (P=0.946; t=0068), and exploratory, rearings
*H (P=0517; t=0664), activities in the animals (Data not shown). In
1509 addition, during the execution of the experiments, no behavioral or
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Fig. 7. Effect of pretreatment of animals with SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.) and
sulpiride (5 mgfkg, ip.) on the antinociceptive profiles of PCS (10 mg/kg, ig.)
against glutamate-induced licking behavior. Abbreviations: (C) Control indicates
animals treated with vehicle. Each column represents mean + S.EM. of 6-8 animals
for each group. Statistical analysis was performed by two-way ANOVA followed by
Newman-Keuls’ test. (***) P< 0.001 when compared to the control group and (*)
P < 0001 when compared to the control and PCS groups.

[A1,27)=0.710, P=0.406] and r-arginine x PCS interaction [F127)=
2175, P=0.151] (Data not shown).

Treatment with r-arginine completely reversed antinociception
caused by 1-NOARG (75 mg/kg, i.p.) in the glutamate test. The two-
way ANOVA presented a significant main effect of r-arginine
[F(1,27)=7.843, P<0.01] and r-arginine x .1-NOARG interaction
|F(1,27)=20.98, P < 0.001] (Data not shown).

3.2.4. Serotonergic system

The antinociceptive effect caused by PCS in the glutamate test
was not altered by the pretreatment of mice with different
antagonist at serotonergic receptors. Two-way ANOVA revealed a
significant main effect of PCS [ 1,27)=99.25, P < 0.001], but not of
WAY100635 (0.7 mg/kg, ip.) [F(127)=0.710, P=0406] and of
PCS »x WAY100635 interaction [F1,27)=2.175, P=0.151]. Likewise,
the two-way ANOVA of data showed a significant main effect of
PCS [FA1,26)=49.03, P<0.001], but did not show of ketanserin
(0.3 mg/kg, i.p.) [A1,26)=0.246; P> 0.623] and of PCSx ketan-
serin interaction [F(1,26)=1.256, P=0.272]. The two-way ANOVA
revealed a significant main effect of PCS [F 1,24)=67.17, P < 0.001],
but did not present of ondansentron (0.5 mg/kg, i.p.) [F(1,24)=
0.282; P=0.600] and of PCS x ondansentron interaction [F(1,24)=
0.192, P=0.664] (Data not shown).

3.2.5. Opioid system

The systemic pre-administration of mice with naloxone
(1 mg/kg, s.c.) did not reverse the antinociceptive effect caused
by PCS (10 mg/kg, ig.) in the tail-immersion test. The two-way
ANOVA showed a significant main effect of PCS [F(1,20)=146.6,
P < 0.001], but did not reveal naloxone [F(1,20)=0.020, P=0.888]
and PCS x naloxone interaction [F(1,20)=2.163, P=0.156] (Data not
shown).

Treatment with naloxone completely reversed the antinocicep-
tive effect caused by morphine (2.5 mg/kg, s.c.) [F(1,20)=16.05;
P<0.001] (Data not shown).

3.3. Acute toxicity

The administration of PCS (10 mg/kg) to mice by ig. route, during
seven days, once a day, did not change neither the weight gain
[F114y=0508; P=0.896], food (P=0.162; t=1710) and water (P=
0.186; t=1.591) consumption, nor plasma ALT (P=0281; t=1.115) and
AST (P=0568; t=0.582) activities as well as urea (P=0.644; t=0470),
cholesterol (P=0.972; t=0.034), and triglycerides (P=0.063; t=1994)

physiological changes were observed in the subjects.

4. Discussion

This study evaluated the actions of PCS in animal models, providing
evidence on the mechanisms implicated in its antinociceptive effect
and if its administration might exert toxic effect in mice. The results
show that PCS exerted antinociceptive action in different animal
models. The contributions of adenosinergic and dopaminergic systems
were demonstrated. Besides, PCS administration did not cause altera-
tions in the weight gain, water and food consumption, biochemical
parameters and in locomotor or exploratory activities.

Experimentally, there is chemical agents that can be used as
nociceptive stimuli to assess pain and pre-clinically evaluate
analgesic drugs (Le Bars et al.,, 2001). Considering such different
states of pain evoke different changes (Barrot, 2012), models of
pain in integrated systems are essential to better understand the
antinociceptive properties observed for the compound. In the
present study, chemical and thermal models of nociception were
used to evaluate the effect of PCS against different algogens.

The acetic-acid model is a convenient stimulus assay for
screening of substances that might have antinociceptive and/or
anti-inflammatory actions. Its nociceptive effects are attributed
indirectly to the production and the release of endogenous
mediators (Ribeiro et al., 2000), which stimulate the nociceptive
neurons, and directly by activation of non-selective cation chan-
nels located in the primary sensory pathways (Julius and Basbaum,
2001). The results reported here indicated that the i.g. adminis-
tration of PCS (10 mg/kg) reduced the number of abdominal
constrictions and had a fast onset and prolonged action in this
test. Until now, there is no study about PCS pharmacokinetic or
pharmacodynamic profile that could explain this result.

Another model applied in this study was the nociception
induced by i.pl. injection of glutamate, an agonist at glutamatergic
receptors, which enables to evaluate whether the glutamatergic
system is related to the antinociception caused by PCS. PCS
reduced the nociceptive response in this test. It was reported that
nociception induced by glutamate is primarily mediated by direct
stimulation of nociceptive neurons triggering the release of
neuropeptides, inflammatory mediators and nitric oxide involved
in the transmission of pain (Beirith et al, 2002). Thus, the
antinociceptive action observed in this model suggests a possible
interaction between PCS and the glutamatergic system.

The results also indicate that PCS elicited a reduction of the
formalin induced nociceptive behavior in both phases, neurogenic
and inflammatory, as well as prevented the paw edema formation.
This model allows evaluating two distinct phases of nociception
sensitization: the first one is produced by intense stimulation of
nociceptors and the release of substance P, bradykinin and
glutamate (Goncalves et al., 2008). Therefore, this period reflects
centrally mediated acute pain (Le Bars et al, 2001). The second
phase is related to release of local pro-inflammatory mediators,
such as histamine (Reeve and Dickenson, 1995), prostaglandins
and leukotrienes (Santos et al., 2005) and is characterized by local
edema and hypernociception (Capuano et al, 2009). Thereby,
these results suggest that PCS has peripheral and central anti-
nociceptive actions.

In order to confirm the possible central involvement in the PCS
antinociceptive action, a tail-immersion test was performed. This
model of thermal nociception is considered a spinally mediated
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reflex even as its behavioral response could involve higher neural
structures (Jensen and Yaksh, 1986). Besides the effect of PCS on
chemical models of pain, PCS elicited antinociceptive action in this
test. Therefore, this result suggests that the action of PCS includes
a component with a central mechanism.

Taking into account these results, attempting to characterize
some of the mechanisms through which PCS may exert its
antinociception, pharmacological tools were used. Adenosinergic,
dopaminergic, nitric oxide, serotonergic and opioid systems were
tested to evaluate their involvement in the PCS antinociceptive
action.

It has been acknowledged that adenosine, an endogenous
substance, may play a critical role in the regulation of nociceptive
transmission inputs at the spinal and periphery levels through
adenosine receptors (Sawynok and Liu, 2003). Studies have shown
that this effect could be due to the presynaptic inhibition release
(Shen and Johnson, 2003) and postsynaptic regulation of the
effects of excitatory neurotransmitters (Yang et al, 2004). Thus,
adenosine has generally inhibitory effect on nervous system and
its activation inhibits neural activity in many areas along the
neuroaxis and consequently may modulate nociceptive inputs
(Dunwiddie and Masino, 2001). In the present study, treatment
with caffeine, a non selective antagonist at adenosine receptor, or
SCH58261, a selective antagonist at A, receptor, partially reversed
the antinociceptive effect of PCS. It suggests that the supposed
action is related to a modulation of the adenosinergic system. It is
important to reinforce that caffeine is a multi-target drug, exerting
a number of pharmacological actions in different systems, such as
blocking of GABA4 receptors, inhibiting phosphodiesterase as well
as promoting Ca’® release, increasing the turnover of some
monoamines, indirectly modulating the dopaminergic transmis-
sion (Fredholm et al,, 1999; Sawynok, 2011). Considering it and the
results shown in this study, it is possible to infer that there are
other pathways involved in the PCS antinociceptive action.

The dopaminergic system seems to be related to nociception
control in some models of pain (Hagelberg et al., 2003; Zarrindast
et al, 1999). It is believed that when a harmful stimulation occurs,
there is an increase in dopamine “turnover” in specific nervous
system regions, suggesting an augmentation in the activity of
descending dopaminergic pathways (Millan, 2002). Even though
some studies confirm the involvement of this system in the
antinociception, contradictory data have been reported. Whereas
an activation of D2-like (D2/D3/D4) receptors (an inhibitory
G-protein coupled receptor) leads to an inhibition of neuronal
activity, the stimulation of D1-like (D1/D5) receptors (an excita-
tory G-protein coupled receptor) results in the opposite, an
increasing in the neuronal activity. Both events directly influence
the transmission of stimulus (Sheng et al, 2009). Additionally,
some studies also indicate that both kinds of receptors are
simultaneously implicated in modulation of nociceptive effects
under different conditions of pain (Altier and Stewart, 1998;
Lopez-Avila et al., 2004). This divergence among the studies may
be due to varied experimental conditions and procedures, animal
models used, as well as the brain areas investigated (Altier and
Stewart, 1999). Treatment with SCH23390 (a selective antagonist
at dopamine D, receptor) and sulpiride (an antagonist at dopamine
D2 and Dy receptors) partially reversed the PCS antinociceptive
effect, suggesting the involvement of the dopaminergic system in
its action.

A number of literature reports have indicated the involvement
of nitric oxide in modulating pain in the peripheral and central
nervous system. It is well established that an increase in the
production of nitric oxide will lead to an augmentation in the
synthesis or release of pro-inflammatory mediators (Cury et al,
2011), promoting inflammatory reactions and nociceptive sensa-
tions. The results showed that the nitric oxide system is not

involved in PCS antinociception, because treatment with nitric
oxide precursor, r-arginine, was not effective to reverse the
antinociception elicited by PCS.

Studies have reported that the spinal serotonergic system may
suppress incoming noxious input to the spinal cord and inhibit
pain transmission, highlighting its role in the modulation of pain
and nociception (Millan, 2002). Accordingly, it is well postulated
that the activation of spinal serotonergic subtype receptors 5-
HT;a, 5-HT4 and 5-HT3 produces antinociception (Bardin et al,
2000). None of the serotonergic antagonists tested was effective to
abolish the antinociceptive action of PCS, demonstrating that this
system was not involved in the PCS action.

The opioid system modulates physiological processes, and
among them stand out analgesia (Kieffer, 1995). The analgesic
effect is mainly due to the activation of different opioid receptors,
specially the subtype p, producing notable effects against pain and
nociception induced by different conditions (Jage, 2005). The
present results showed that treatment with naloxone (a nonse-
lective opioid receptor antagonist) did not reverse the PCS anti-
nociceptive effect, suggesting that PCS action is not related to an
interaction with opioid system.

Notwithstanding, even though the use of pharmacological tools
contribute to better understand the effects of drugs, it is important
to acknowledge their limitations. The selectivity of antagonists
could vary according to dose, pretreatment time, route and animal
species used in the study. The activities at multiple receptor
subtypes could be interpreted as potential confounds. Thus,
molecular tools would confirm and reinforce the effects demon-
strated in the present study.

A major concern in experiments designed to evaluate the
antinociceptive action of new agents is whether pharmacological
treatment causes other behavioral alterations which could be
misinterpreted as antinociception (Millan, 2002). The study
showed that treatment with PCS had no effects on motor coordi-
nation. Moreover, acute treatment did not cause alteration in
biochemical parameters as well as in the water and food con-
sumption and weight gain. Therefore, these data highlight PCS
relative safety in acute conditions of exposure and discards
possible experimental pitfalls and/or potential artifacts.

In conclusion, the results show that PCS had antinociceptive
action in different models without causing acute toxic effects in
mice. The contribution of adenosinergic and dopaminergic sys-
tems was demonstrated in its action. Further studies, will enable
the understanding of the exact mechanisms involved in the PCS
actions and support its beneficial role in treatment of pain.
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4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesta dissertacdo, podemos concluir e/ou sugerir o

seguinte:

# O composto p-cloro-selenoesterol (PCS) apresentou efeito antinociceptivo em diferentes

modelos de dor aguda em animais;

# O mecanismo de acdo antinociceptiva do PCS parece estar relacionado com os sistemas

adenosinérgico e dopaminérgico;

# Os sistemas serotoninérgico, opioide e a via do 6xido nitrico ndo parecem estar relacionados

com o efeito comportamental de antinocicepcao do PCS;

# A administracdo do PCS, no protocolo de tratamento proposto neste trabalho, ndo causou

nenhum efeito téxico nos animais.
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5. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos nesta dissertagéo, as perspectivas para trabalhos

posteriores sdo:

# Avaliar o possivel efeito antialodinico e anti-hipernociceptivo do PCS em modelos de dor

inflamatdria persistente;

# Avaliar o possivel efeito do tratamento com PCS, em regime de protocolo agudo e cronico,

em modelo de dor neuropética induzida pelo modelo da Constri¢do Parcial do Nervo Ciatico;

# Avaliar o possivel efeito anti-inflamatério do PCS em modelos de inflamacdo aguda, como
0 modelo da pleurisia induzida por carragenina e edema auricular induzido pelo 6leo de

créton, e mecanismos moleculares de acéo.
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